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. WSTEP

Postp w diagnozowaniu i przewidywaniu progresji chorfddezry zarowno od
lepszego zrozumienia istoty danej choroby jak iwam metod diagnostycznych. W
przypadku choroby zwyrodnieniowej stawow (ChZS) ndedowymi metodami
diagnostycznymi $ rézne metody obrazowania radiologicznego i biopsjakk&ostnej.
Inwazyjna metoda badania & poprzez biopsj tkanki kostnej, pobieranej najsiej z
okolicy kolca biodrowego, jest dla pacjenta bolesrgabiegiem, a jego wysokie koszty i
stosunkowo dtugi czas oczekiwania na wynik, ze whglna konieczni@ dodatkowego
utrwalania preparatu, prowokujlo poszukiwania innych technik diagnostycznych.

Podobnie zaawansowane metody diagnostyki obrazowej tomografia
komputerowa, rezonans magnetyczny, czy mikroskogiektronowa, to wprawdzie
narzdzia diagnostyczne dostarcaag wielu cennych informacji o badanym materiale
biologicznym, jednak ze wzglu na wysokie koszty i w naszych warunkach znacznie
ograniczony dogp, nie g standardowo iywane. Z kolei badanie zmian struktury
chemicznej molekut macierzy zewtrekomoérkowej nie jest rutynowo wykorzystywane w
diagnozowaniu chorob koi i chrastek stawowych. Jedrz takich nowych propozycji,
mogcych mi€ zastosowanie w badaniach struktur biologicznychcoaza tym idzie
najprawdopodobniej rownien diagnostyce zmian chorobowych, jest metoda spskopii
Ramana.

W zwigzku z pojawiagcymi sk coraz cgsciej doniesieniami o prébach
zastosowania tej metody do badania struktur biolgich [Edwards i Carter 2001,
Puppels 2001] dokonano przgdih biezacego psmiennictwa pod #em wykorzystania
spektroskopii Ramana do analizy struktur kostnychrizstnych [Carden i Morris 2000].
Jak dogd opisane zostaly widma spektralne uzyskiwane w ikuwranaliz materiatu
kostnego gtéwnie pochodzenia zwigeego [Timlin i wsp. 2000]Pozwolito to rownie na
zbadanie zalaosci migdzy zmianami widm spektralnych i zmianami skltaderoitznego
oraz struktury przestrzennej tkanki okstnej i kostnej [Carden i Morris 2000JV chwili
obecnej jedynie w kilku @wodkach naukowych (Department of Chemistry Unitgreif

Michigan, BioMatrix Photonics, LLC w USA) czyniorsg préby wykorzystania wynikow



uzyskanych przy pomocy techniki ramanowskiej dgudazowania zmian chorobowych w
uktadzie m¢sniowo-szkieletowym [Morris 2010]

Stwierdzono, ze we wczesnych stadiach ChZS, ktére ngge] nie g
dostatecznie zdiagnozowane, gpsfa istotne zmiany w strukturze chemicznej molekut
macierzy zewsgtrzkomoérkowej [Day i wsp. 2004]. Te subtelne zmianyystpujace
migdzy innymi w warstwie podch¢stnej czsci kosci tworzacych gtowy i panewki
stawowe, wyprzedzagzmiany morfologiczne. Doktadne ich opisanie i steemie norm dla
réznych etapdéw choroby zwyrodnieniowej stawow bylolsgoine zwilaszcza dla jej
wczesnych stadidow i mogtoby standéwiznaczny posp w diagnostyce ChZS.
Zastosowanie metody mikrospektroskopii ramanowsk#g¢ szanse na opisanie zmian na
poziomie struktur chemicznych i konfiguracji przeshnej badanych zazkow i mogtoby
stanowt istotne uzupetnienie standardowych metod diageastych, zwlaszcza we
wczesnych stadiach choroby zwyrodnieniowej stawezesne wykrycie ChZS, kiedy to
ani objawy Kliniczne ani obrazowanie radiologiczne pozwalaj na postawienie
jednoznacznej diagnozy, byloby niezwykle korzystiie pacjentow, bowiem dawatoby
szanse na wczesne wdenie terapii opgniajacej proces chorobowy.

W swietle powyszego, interesggym wydaje s zbadanie struktur kostno-
stawowych na continuum zdrowie — choroba zwyrodoiga stawow metodami
standardowymi i proponowamowg metody mikrospektroskopii ramanowskiej oraz préba
okreslenia wspotzalenosci migdzy nimi. Plan prezentowanej pracy zaktada dokanani
oceny zalenosci migdzy uzyskanymi meted spektroskopii Ramana parametrami
okreslajacymi wiasciwosci tkanki kostnej na poziomie struktur chemicznyehstanem
zaawansowania choroby zwyrodnieniowej stawéw biegiah, ocenianym wedtug
klasyfikacji radiologicznej. Na potrzeby niniejszmjacy zostaty opracowane: (1) metoda
preparatyki tkanki kostnej, ktéra uwmlivita analizz warstwy podchrgstnej i kaci
gabczastej technik mikrospektroskopii ramanowskiej oraz (2) siednopsiowa
klasyfikacja poziomu zwyrodnienia struktur kostriaveowych. Ponadto do ocenyzréc w
budowie i strukturze przestrzennejskb pobranej od osob zdrowych i od pacjentow z
choroly zwyrodnieniowg stawow biodrowych wykorzystano réwniebrazowanie technik

mikroskopii elektronowej.



1. Budowa stawu biodrowego

Staw biodrowy jest zimnym ukladem biologicznym skiadaym sk z
elementéw: (1) kostnych, twameych gtéwle (gtowa kdci udowej) i panewk (kosé
miedniczna), (2) chestnych, pokrywajcych powierzchnie stawowe (3) wioknistych, w
postaci w¢zadta wewgtrzstawowego, torebki stawowej woyelonej od wewstrz btorg
maziows i wzmocnionej w¢zadtami zewntrztorebkowymi. Schemat budowy anatomicznej

stawu biodrowego przedstawiono na Ryc. 1.

Kos¢ biodrowa

Dotek gtowy kosci
udowej

Obrabek
panewkowy
Wiezadto obfe
Warstwa okrezna

Wiezadlo poprzeczne
panewki

Kretarz wiekszy
Jama stawowa

Trzon kosci
udowej

Torebka stawowa

Ryc.1 Schemat budowy stawu biodrowego — przekadjowvy

Wie¢zadta biodrowo-udowe, tonowo-udowe i kulszowo-udoweaz warstwa
okrezna i wiczadlo gtowy kdéci udowej zapewniaj dodatkow stabilizacg stawu. Jama
stawowa wypetniona jest mazistawows wydzielary przez bilog maziows torebki
stawowej w celu zmniejszenia tarcia podczas ruch@wstawie. Struktury stawu
biodrowego unerwioneasprzez gajzie nerwu udowego, kulszowego i zastonowego.
Odzywianie stawu zachodzi na drodze dyfuzji z naclalony maziowej, pochodeych od
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tetnicy okalagcej udo przyrodkowej i bocznej,etnicy pasladkowej gérnej i dolnej oraz
gakzi panewkowej d¢tnicy zastonowej. Staw biodrowy jest zéng struktug morfo-
funkcjonalry, ktérej biologiczne, chemiczne i mechanicznesaitaosci oraz wynikagce z
nich zalenosci pomkdzy poszczegoOlnymi strukturami ujawniajego zt@ong natug
zarbwno w normie jak i w patologii. Badania odbyaaic na wielu poziomach
komplikacji budowy i funkcji, od morfologii makrastktur poprzez poziom tkankowy,
mikrostruktur  komorkowych & po  struktug chemiczm molekut macierzy
zewrgtrzkomorkowe.

1.1 Budowa chemiczna i struktura tkanki kostnej

Podstawow jednostly budowy dojrzatej kéci drobnowtOknistej jest blaszka
kostna. Zbudowana jest ze zmineralizowanej subgtamedzykomorkowej a jej grubde
wynosi 2-4um. W blaszkach znajdajsic jamki kostne, a w nich kg osteocyty( komorki
kostne z dlugimi wypustkami cytoplazmatycznymi)mfa polaczone § siech cienkich
kanalikbw kostnych zawierggych stykajce st ze sob wypustki osteocytow. Kanaliki
kostne zawsze otwiergjsic do przestrzeni zawietglych naczynia krwiorime. W ten
sposob tlen i substancje zyadvcze docieraj do osteocytow otoczonych zmineralizowan
nieprzepuszczadn substang miedzykomérkows. W kazdej blaszce kostnej wygiuja
réwnolegle utaone, nie tworgce pczkow, pojedyncze widbkna kolagenowe spojone gstot
podstawow. Wtokna kolagenowe przebiegajv sasiadupcych ze solp blaszkach pod
pewnym lagtem do widkien blaszkigsiedniej, co przyczynia sie do wzrostu wytrzyndato
mechanicznej tej tkanki.

Tkanka kostna blaszkowata histologicznie dziedi sa tkank kostry gabczasi
(beleczkovy) i tkanke kostry zbita (kortykalm). Kos¢ gabczasta tworzy ki ptaskie i
nieregularne oraz nasadysko diugich. Zespoty réwnolegtych blaszek kostnydtiadap
sie w nieregularne beleczki kostne twaee si€. Pomedzy beleczkami znajduje¢sszpik
kostny z naczyniami krwiorsaymi. Ko$¢ zbita tworzy trzony kéci dlugich oraz
zewretrzng warstwe nasad i pozostatych ko. Blaszki kostne uktadajsie koncentrycznie
tworzac osteony- jednostki strukturalne Koi zbitej. Osteon ma ksztatt walca o diégo
kilku milimetréw. Przez jegosrodek przechodzi kanat naczyniowy (kanat Haversa)
zawieragcy cienkie naczynie krwiorsoe, ktére jest otoczone ukladem 6-15
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koncentrycznych blaszek kostnych (blaszki systemowes¢ zbita zbudowana jest ze
scisle utazonych osteonow, a przestrzenie peaaiy nimi wypetnione gprzez nieregularne
blaszki kostne (blaszki rulzysystemowe). Wszystkie powierzchniesdoss pokryte
warstwg tkanki Bcznej, zwan okostra. W miejscu wnikania nacaykrwionasnych do
okostnej pokrywajcej kas¢ powstag kanaty Volkmanna. Peneteujone kdé zbitg w
poprzek systemow Haversa, dlatego: teh diuga ¢ jest prostopadia lub prawie
prostopadta do blaszek systemowych.

Oba typy kéci 53 tworzone przez te same komorki (osteoblasty) onesvane
przez osteoklasty. Mikroskopowo majpodobr struktue blaszkowas, jednak
makroskopowo znaczniegsidzniag. W obydwu rodzajach tkanki kostnej wyrda st czgsé
organiczr (pozakomorkow i komorki kostne) oraz ¢&¢ mineraly. Cz$¢ organiczna
stanowi 30%, a mineralna 70% masy kostnej. Ngdcorganiczia skladag sie komorki
kostne oraz tzw. macierz, ktorw prawie 95 % tworzy specyficzne biatko zwane
kolagenem typu |, a pozosiatzs¢ stanowsy biatka niekolagenowe i proteoglikany.
Hydroksyapatyt stanowi 95 % mineratow.

Elementy skiadowe tkanki kostnej to substancjgdmikomoérkowa i komorki kostne.
Substangj miedzykomorkows tworzg zwigzki mineralne i cg$s¢ organiczna
(niezmineralizowana macierz). Do zwkéw mineralnych (stanoagych ok. 70 % masy
kosci) nalezg gtdwnie fosforany wapnia( ok. 80 % =zamkdédw mineralnych). Ponadto
wystepuja: weglan wapnia, cytryniany, jony magnezu i sodu ofEmowe ilgci jonéw
potasu, chloru i fluoru. Sole mineralng sdkltadane w k&i w postaci krysztatow
dwuhydroxyapatytu, jako mate, ale bardzo licznesktstki fosforandw wapniowych
(hydroksyapatytu) znajdayj sic w istocie podstawowej wralzy fibrylami widkien
kolagenowych, z ktérymi wie je osteonektyna [Olsza i wsp. 200Z].kolei na czs¢
organiczn (30 % masy kéci) sktadaj sic wtdkna kolagenowe (90 %) i istota podstawowa
(10%). W sktad istoty podstawowej wchadzproteoglikany (gtéwnie siarczan
chondroityny), biatka niekolagenowe (osteonektynaosteokalcyna), fosfoproteidy,
sialoproteiny, lipidy i biatka morfogenetyczne. Zdsiczym skiadnikiem widkien
kolagenowych kéci jest kolagen typu I, ktéry stanowi 95% maciemganicznej. Tworzy
on zpb p&niejszej mineralizacji, determiragej wytrzymatd¢ kosci.

W dojrzatej kdci dominuje sposOb mineralizacji, poleggj na krystalizacji i
odktadaniu s mineraltbw na podiau biologicznym, jakim s wiokna biatkowo-
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kolagenowe. Do jego krystalizacji niezima jest matryca biologiczna, kidjest wiagnie
kolagen. Widkna kolagenowe wypujace w kdciach, podlegace mineralizacji
fosforanowej, maj szczegolp budowe (defekty strukturalne). Pojawigjsic one we
widknach w statych odgpach, i w przeciwigstwie do innych odcinkéw widkna
kolagenowego g obdarzone tadunkiem elektrycznym i magdolngé przyciggania
obdarzonych tadunkami jondéw, inicjigj krystalizacj apatytu kostnego. Poniewa
mineralizowane apatytem wiokna spiralnie skgcone i splataj sic ze sob na ksztalt liny,
powstaje struktura biologiczno-mineralna o bardage@l wytrzymatdci mechanicznej. W
niej tkwig, w tzw. jamkach, wokét widkien kolagenowych izdmych w ksztalcie
trojwymiarowej siatki. Dzki mineralnej cgsci kosci, mapcej krystaliczm struktue
hydroksyapatytu, macierz kolagenowa stajg tsvarda i odporna na odksztatcenia. W
przypadku upéledzenia mineralizacji, jak to ma miejsce w ostelatjg kos¢ traci
twarda¢ i tatwo ulega odksztatceniu. W przypadku wadliwegcierzy kolagenowej, np.

we wrodzonej tamliwéci, kos¢ jest nadmiernie krucha.

1.2 Biomechanika stawu biodrowego

Dla zrozumienia mechaniki stawu biodrowego, wiedzavypadkowych sitach
oddziatupcych na gtow kosci udowej podczas codziennej aktywob ruchowej ma
podstawowe znaczenie. Biomechanika stawu biodrowegta i chgle pozostaje
przedmiotem licznych opracowaanalizugcych r&ne jej aspekty, w tym tak
uwarunkowania anatomiczne, zwtaszcza dafgezustawienia gtowy wzgllem innych
struktur kéci udowej (Ryc. 2 A, B). Ostatnio jednak corazcedj uwagi péwicca Sé
metodzie funkcjonalnej oceny orientacji glowyskoudowej w przestrzeni, [Wright i wsp.
2011].

Anatomicznie orientacja gtowy ko udowej mae by okreslona poprzez #
szyjkowo-trzonowy (KSzT) i & antewersji szyjki kéci udowej Wartéci tych parametrow
decyduj o tym, jak rozkladaj sic wektory sit w stawie oraz determimupbcizenie
otaczajcych tkanek mgkkich. Wykazano, 2 orientacja gtowy kéci udowej mae mie
udziat w patogenezie ChZS [Tonnis i Heinecke 19@8jentacja przestrzenna gtowyskd

udowej definiowana przez uwzglnienie wektorow rzeczywistych sit dziajeych na
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elementy stawu biodrowego ukazuje znacznaioc® w wynikach w stosunku do norm i

pomiaréw opartych na punktach anatomicznych [Bergmavsp. 2001].

B

Ryc. 2 Tréjwymiarowe obrazowaniegtk antewersji szyjki ki udowej (A) i kgta
szyjkowo-trzonowego (B), w oparciu 0 anatomicznakty referencyjne 2D i
3D oraz metog funkcjonalry (F).

Metoda funkcjonalnej oceny orientacji, wykorzystuj technik tomografii
komputerowej, do pomiaru dystrybucjeggcsci tkanki kostnej podchestnej w gltowie
kosci udowej bazuje na prawie adaptacjgéiodo obcyzen. Wobec tego rozktadegtasci
tkanki kostnej podchestnej wokot gtowy kéci udowej mae by odzwierciedleniem
sumy r&norodnych obgzen przenoszonych przez glewpodczas funkcjonowania stawu
biodrowego. Zgodnie zztkoncepcy odwzorowanie rozktaduegtaosci kosci podchrzstnej
glowy kosci udowej powinno wyjgni¢ kierunek, wzgldng wielkos¢ i czas trwania sit
przenoszonych przez staw biodrowy. Uzyskane tak ikivypozwalap na okrglenie
funkcjonalnej oceny orientacji gtowy ko udowe.

Funkcjonalne metody ocendag orientacje wykazgijinne kgty niz te zmierzone na
podstawie budowy anatomicznej i pokagug obchzenie gtowy kdci udowej nie koreluje
bezpadrednio z wyej wymienionymi lgtami. R&nice midzy metodami wskazayj iz

obciazenie przenoszone z miednicy naskaidowy nie przechodzi przez geometryczny
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srodek gtowy kdci udowej. W poréwnaniu z waoig KSzT wyznaczanego w oparciu o
pomiary anatomiczne, pomiar megoflinkcjonalrm wskazuje na bardziej pionowy wektor
sity (istotnie wikszy KSzT). Kt antewersji mierzony na podstawie punktow
anatomicznychrednio wynosi 8,6° [Lee i wsp. 2006]. Pomiary fujok@lnej anterwersji,
paradoksalnie wskazyjna istnienie retrowersji szyjki koi udowej. Odwzorowanie
rozktadu gstasci wskazuje na obecké obszaru wysoceegtego na tylnej egci glowy
kosci udowej, co jest sprzeczne z antewgrspserwowas na podstawie pomiarow
anatomicznych. Zastosowanie tej metody do iludtraogktadu g@stosci warstwy
podchrzstnej panewki kéci miednicznej potwierdzitoze funkcjonalny wektor sity jest
skierowany bardziej ku goérze i ku tytowi, zniwynikatoby to z pomiaréw czysto
geometrycznych [Lubovsky i wsp. 2010].

2. Choroba zwyrodnieniowa stawow (ChZS) biodrowych

Pod pogciem zmian zwyrodnieniowo-znieksztatlggych rozumie si procesy
degeneracyjne komponentéw twagrgch pohczenia maziowe, w wyniku ktérych dochodzi
do nadmiernych obgien przenoszonych przez $@ tworzce stawy. Zgodnie z definigj
choroba zwyrodnieniowa stawow (ChZzZS) jest przewlekiezapala choroly stawéw o
etiologii wieloczynnikowej, wynikajca z zaburzenia rOwnowagi pogdizy procesami
degradacji i regeneracji chystki stawowej i warstwy podchggtnej kadci. Word Health
Organisation (WHO) uznata chorplawyrodnieniowg stawdw za jednz powaniejszych
chorob cywilizacyjnych. Pierwotna (idiopatyczna) ZSh powstaje bez uchwytnych
przyczyn, ldz traktowana jest, jako rezultat uszkofizemechanicznych zwranych z
wiekiem. Z kolei wtérna ChZS jest wynikiem uprzecmiurazéw, nadwagi, chorob
metabolicznych #dz uwarunkowa genetycznych.

Patogeneza choroby zwyrodnieniowej stawow (ChZS) jgezmiernie ztzona.
Rozwaa sk czynniki genetycznesrodowiskowe jak i miejscowe uwarunkowania
biomechaniczne. Tradycyjnie ChZS jest definiowajeko ograniczony i pospujacy
ubytek chrastki szklistej wraz z nagbczymi zmianami w l&cej ponkej kosci. Proces
zapocatkowany jest niszczeniem chstki stawowej z nagpowym procesem naprawczym

prowadacym do przebudowy warstwy podchsiej kaci oraz tworzenia osteofitow.
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Badania ostatnich lat wskaauge ChZS to choroba wszystkich elementéw stawowych, a
zmiany mog by¢ obserwowane zaréwno w chstce stawowej, w bionie i plynie
maziowym, warstwie podchggtnej kdci jak i we wzmacniajcych staw wgzadtach oraz
otaczagcych staw mgsniach, a take w strukturach uktadu nerwowego [Felson i Neogi
2004]. Zaburzenia w strukturze macierzy zetsmkomoérkowej, takie jak rozpad
glukozaminoglikanow czy utrata gaan stabilizupcych struktury kolagenuaswynikiem
biologicznych, mechanicznych i chemicznych procesore prowadgz poprzez
degeneracje chggtki stawowej do utraty funkcji stawu. Objawy kbmne, takie jak bol,
obrzk, utrata funkcji, obserwowane s wigkszaci pacjentow z chorapzwyrodnieniovy
stawOw. Brak jest natomiast korelacji obewiobadz nasilenia wyej wymienionych
objawow ze stopniem zaawansowanie ChZS.

Wybor metod diagnostycznych, gicych rozpoznawaniu ChZS, pozostaje aaci
powaznym wyzwaniem, ze wzgtlu na zigong natue tej choroby. Wrdd dotychczas
najczsciej stosowanych metod shcych diagnozowaniu ChZS proponuje $iadanie
fizykalne, techniki obrazowania stawow, diagnosgtylaboratoryjn a take badania

genetyczne.

Dane epidemiologiczne

ChZS biodrowych jest schorzeniem powszechnie gpygicym i maze prowadzi
do znacznego stopnia inwalidztwa. Leczenie chiomge poprzez implantacjprotezy
stawu biodrowego (PSB) bdlowe] niedimosci z powodu ChZS wynosi w krajach
rozwinietych 50-140 na 100 000 mieszkaw [Merx i wsp. 2003]. Liczba wykonywanych
implantacji nie powinna kyjednak traktowana wytznie, jako sukces metody leczenia
operacyjnego, wskazuje ona zakna stab preweng}, nisky skuteczné postpowania
nieoperacyjnego oraz niewielkie misvosci zapobiegania narasiagym objawom ChZS
biodrowych.

W Polsce, w @gu ostatnich 6 lat, nagiit ponad dwukrotny wzrost liczby
zabiegbw operacyjnych wykonywanych z powodu chorawyyrodnieniowej stawow
biodrowych (Rys. 3). W 2005 roku wykonano w sKalaju 10250 takich zabiegow,
natomiast w 2009 roku — 23894. Tendencja ta wydgjeitrzymywa, co potwierdzay
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dane z 2010 roku, kiedy to 23195 o0sOb leczono apgrie z powodu chorob

zwyrodnieniowej stawow biodrowyc

Leczenie operacyjne ChZS biodrowego

Liczba
pacjentéw w latach 2005-2010 w Polsce
25000 -
M Mezczyzna
20000 - b Kobieta

M Razem
15000 -

10000 -

5000 -

2005 2006 2007 2008 2009 2010

Ryc. 3 Liczba facjentow wedtug picileczonych operacyjniez powodu choroby
zwyrodnieniowej stawéw biodrowy w latach 2005- 2010 w Polsce.

Kobiety, czescie] niz mgzczyzni, chorup i poddawane gszabiegom chirurgicznyr
stawu biodrowegoco potwierdzaj rowniez statystyli w naszym kraj. W 2005 roku
znacznie wjcej Polel leczonych bytooperacyjnie z powodu ChZS biodrowy W
kolejnych latach dysproporc miedzy kobietami i mzczyznam wykazywaly tendengj
spadkowy. Jak wynika z danych NF z lat 2005-2010na pocatku tegc okresu proporcja
leczonych operacyjn mezczyzn (3704) do kobiet (6511fyta bliske 1:2, nastpnie
roznice medzy obu piciami ulegatywprawdzie stopniowemu zmniejszer, jednak

utrzymywaty s¢ na poziomi  2:3, nalal niekorzystnym dla kobiet (Ry3).
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Liczba Endoprotezoplastyka w ChZS biodrowego

pacjentéow .. . . p
w zaleznosci od wieku pacjentow
1000 4 w 2010 roku w Polsce
800 -

200

600 -
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0 _._,_....,u.n,ulll,l“""“"m““ h‘llllu.
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Ryc. 4 Rozkiad cstasci zabiegdw endoprotezoplastyki z powodu ChZS lagch
w zaleznosci od wieku pacjentéw. Dane NFZ za 2010 roku.

Na rycinie 4 przedstawiono strukéuwieku pacjentéw (dla obu picigdznie),
leczonych operacyjnie metpdendoprotezoplastyki. Rozktad empiryczny, skonstraroy
na podstawie danych za rok 2010, uzyskanych z Navedo Funduszu Zdrowia, jest
bimodalny i lewoskénie umiarkowanie asymetryczny. Liczba wykonywanyetbiegdw
endoprotezoplastyki biodra dmie stopniowo wraz z wiekiem. Gwattowny, bo ponad
trzykrotny, przyrost wykazuje milzy 45, a 55 rokieniycia (164 zabiegéw — 45 lat, 579
zabiegdbw — 55 lat). Najwtej zabiegdw wykonywanych jest u pacjentéw w gripac
wiekowych maturus Il i senilis. W tym okresie zaowyalja sie dwa wyrane piki: w grupie
wiekowej szé&ctdzieskciolatkow (max = 808 w wielu 62 lat) i siedemdzéesdlatkow (max
= 851 w wieku 74 lat). Po osiemdzigtgim rokuzycia (p&ny senilis) liczba zabiegow o
gwaltownie spada, co wynika zaréwno z narastah wraz z wiekiem zag#en, a co za
tym idzie przeciwwskazado przeprowadzania zabiegow chirurgicznych, ja& struktury

wieku w populacji generalnej.
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3. Klasyfikacje radiologiczne ChZS biodrowych.

W badaniach klinicznych i epidemiologicznych ChzZSodoowych obrazy
radiologiczne shn do oceny zaawansowania choroby. Wyniky dradycyjnie
przedstawiane, jako stopnie ¢ikosci ChZS biodrowych, zgodnie z klasyfikacj
zaproponowas przez Kellgren’a i Lawrence’a [1957]. Klasyfikacia zostata stworzona
na podstawie analizy radiogramow z populacji Leigh hrabstwie Lancashire i
zaprezentowana w postaci atlasu ezdjrentgenowskich, obrazigego poza innymi
stawami, take stan zaawansowania ChZS biodrowych na podstashieradiograméw
wykonanych w projekcji przednio-tylnej (A-P). Aumy uwzgkdnili pig¢ cech,
obrazugcych zmiany zwyrodnieniowe: =zienie szpary stawowej, wyglowanie
osteofitow, torbieli zwyrodnieniowych, sklerotyzagjodchrzstnej i znieksztatcenia (Tab.
1). Do postawienia rozpoznania ChZS wymagane jesiesizenie zwzenia szpary
stawowej i obecni& osteofitow. Jest to klasyfikacjagpiostopniowa, gdzie 0° oznacza
brak zmian o charakterze zwyrodnieniowym, a 4° bambsilon postg ChZS [Kellgren i

Lawrence 1957].

Tab. 1. Skala zaawansowania zmian radiologicznyclthorobie zwyrodnieniowej
stawow wedtug Kellgren’a i Lawrence’a [1957].

Stopien  Okreslenie

norma staw bez zmian radiologicznych

zmiany minimalne zwezenie szpary stawowej i mozliwos¢ wystepowania
minimalne osteofitow

zmiany

tagodne osteofity, zauwazalne zwezenie szpary stawowej
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W drugiej klasyfikacji, kt6g od nazwisk tworcow przgio sie okreslac
klasyfikach wg Crofta i Lane’a, oceny nasilenia ChZS biodralwy oparta jest na
ilosciowym pomiarze minimalnej szerod@ szpary stawowej [Croft i wsp. 1990, Lane i
wsp. 1993]. Klasyfikacja ta odzwierciedla zasadgicadiologiczra i patologicza cecle
ChZS biodrowych, jakjest stopniowa utrata szpary stawowej [Resnickwndyama 1988].
Croft i wsp [1990] oraz Dippe [1995] postulowali,najlepszym radiologicznym kryterium
uzywanym do bada epidemiologicznych i diagnozowania ChZS powinigy€ pomiar
minimalnej szerokéri szpary stawowej. Wedtug tej klasyfikacji (Tab. ®yréznia sk
cztery stopnie (0°-3°), przy czym stapieerowy oznacza nogn natomiast stopnie 1-3
oznacza stopniowe zwzanie s¢ szpary stawu. Punkty odcia poszczegoinych stopni
zostaty ustalone na: 1.5, 2.5, i 3 mm [Lane i Wig23].

Tab. 2 Skala zaawansowania zmian radiologicznycltchorobie zwyrodnieniowej
stawow wedtug Croft'a i Lane’a

Stopien Okreslenie Minimalna szerokos¢ szpary stawowej
0¢ norma >3,0 mm
1¢ lekkie zwezenie >22,5mm
29 umiarkowane zwezenie >21,5mm
3¢ zZaawansowane zwezenie <1,5mm

4. Badania spektroskopowe keci

Wiele metod diagnostycznych, w tym technika speikopii oscylacyjnej jest
uzywanych do analizy materiatlu biologicznego [Panewsp. 2005]. Zastosowanie
spektroskopii ramanowskiej oraz absorpcji w podersmi w badaniach biologicznych
niesie z sofp réznorodne korzici. Technika badawcza z wykorzystaniem spektroskopi
pozwala uzyska informacje o budowie i strukturze badanego maieriza poziomie
mikrostrukturalnym Badania spektroskopowe g stechnikami nieinwazyjnymi, co

umazliwia badanie tej samej probki mdorodnymi technikami analitycznymi [Gmerlich i
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Yan 2001]. Pomimae, obie metody badawcze (spektroskopia ramanowsakaarpcja w
podczerwieni) g technikami komplementarnymi, spektroskopia Ramposiada pewne
korzysci. Spektroskopia Ramana usiwia badania z wysz rozdzielczdéciag przestrzens
0,6-1 um w poréwnaniu do spektroskopii w podczemvig-10 um. Z tego powodu,
technika Ramana umliwia analiz na poziomie mikrostrukturalnym, co nie zawsze
zapewnia zastosowanie badaz wykorzystaniem absorpcji w podczerwieni. W
przeciwieistwie do spektroskopii w podczerwieni, spektroskoRiamana jest znikomo
wrazliwa na stopié uwodnienia badanych tkanek. U#siwia to analiz w petni
uwodnionych prébek, przy minimalnej ingerencji wdbey probke zwigzary z jej
przygotowaniem do bada Obecnie, najnowsze systemy ramanowskie Aimiaja
badanie wikszcci tkanek biologicznych, w tym tkanki kostnej, prayykorzystaniu w
uktadzie eksperymentalnym lasera pracago w zakresiéwiatta widzialnego lub bliskiej
podczerwieni. Zastosowanie tego ostatniego pozwaawyeliminowanie w widmach
ramanowskich efektéw zwianych z fluorescengj zakidcajcych analiz pasm
spektralnych [Penel i wsp. 2005].

Zastosowanie spektroskopii oscylacyjnej, jako megtbddawczej pozwalage]
dokon& analizy ilgciowej i jakaciowej tkanki kostnej pozwolito na lepsze poznajeie
budowy i powgzanie z funkej poszczegdinych elementow skladowych Garden i Morri
2000]. Spektroskopia w podczerwieni oraz spektrpekdRamana pozwakajuchwyck
zmiany w tkance kostnej wynikgije ze zmiany w budowie chemicznej, uszkadze
mechanicznych czy defektow genetycznych. Wysok#npdé rozdzielcza aparatury @du
1 um) utatwia zbieranie informacji o procesach cioemych, takich jak remineralizacja
kosci czy degeneracja macierzy kolagenu. Niejednokeptrastosowanie innych technik,
nie pozwala na obserwagcfychze zmian. Spektroskopia oscylacyjrféourier-transform
infrared (FT-IR) i ramanowska as metodami komplementarnymi stcymi do analizy
tkanki kostnej. Obie metody w wielu przypadkachzaeznosci od budowy molekularnej
badanego materiatu) dainformacg pochodzca z czsciowo pokrywajcych se zakresow
widm oscylacyjnych i uzupetnigj sic wzajemnie, wzbogacg obecrn diagnostyk
histologiczr i biochemiczy [Carden i Morris 2000, Faibish i wsp. 20084k wskazuje
lawinowo wzrastajca liczba prac w literaturze fachowej od 2000 rastasowanie

spektroskopii oscylacyjnej do badahrzstki stawowej oraz tkanki kostnej udowodnito jej
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role, jako potencjalnego najdzia diagnostycznego. ki badaniom ramanowskim i FT-
IR moazna charakteryzowasktadniki tkanek, takie jak kolagen czy krysztagatytu, a
uzyskane wyniki bada stuza jako szkielet do oceny zmian patologicznych w taan
chrzstno-kostnej. Spektroskopia oscylacyjna gbtii, kasci podchrzstnej, molekut
macierzy zewgirzkomorkowej, dostarcza szczegotowej informadfumlowie chemicznej,
ktora mae by uzupelnieniem dla analiz innymi technikami hisgéznymi i

mikroskopowymi.

Analiza spektralna pasm, otrzymanych widm ramanasistruktury biatek jest
szczegolnie tyteczna do rozrienia pomgdzy tkanlk zdrows i patologicznie zmienian
W omawianym przypadku nawet subtelne zmiany w bueomolekularnej badanego
materiatu (tkanki) powodajwykrywalne zmiany drga oscylacyjnych, co objawia ¢giw
widmach ramanowskich pojawienieme showych pasm, zmianich potazenia, czy te
zmiarg intensywndci pasm odpowiedzialnych za konkretne drgania esgyhe. Zalety
spektroskopii Ramana, ktére czyn¢ technile, jako atrakcyjn metod do badania tkanek
to: wysoka zdolng@ rozdzielcza 0.5- 1.0 um i ograniczony wplyw inéseincji wody.
Dzigki tym zaletom, zastosowanie spektroskopii Ramamaawhklizy tkanek jest szeroko
wykorzystywane i znajduje rOwnieoraz szersze zastosowanie w medycynie [Mahadevan-
Jansen 2003, Puppels 2001].

Budowa i struktura przestrzennaskppodchrzstnej i warstwy zmineralizowanej
chrzstki stawowej zostaly gruntownie zbadane za pamowtod mikroskopowych,
wybarwier oraz modeli obgzen mechanicznych [Bailey i wsp. 2004, Burr i Schaffle
1997, Day i wsp. 2004, Ferguson i wsp. 2003, Li spden 1997].Jednak wyej
wymienione metody nie dostarczapformacji na temat budowy chemicznej, ktorezma
uzyska przy wykorzystaniu spektroskopii oscylacyjnej. &uity si¢ nieliczne doniesienia,
o tym, ze wykorzystanie techniki spektroskopowej do badapgologicznej mineralizacji
kosci podchrzstnej, zmian degeneracyjnych macierzy gt i samej chrgstki daje
dobre rezultaty i jest technjkpozwalagca na ocen zmian na poziomie dotychczas
nieospgalnym dla stosowanych technik. Miller i wsp. [1998ko pierwszy opisat badania
kosci podchrzstnej z wykorzystaniem absorpcji w podczerwienid&aa te dotyczyty
struktury chemicznej przekrojow #&a gabczastej, zbitej oraz Koi podchrzstnej
uzyskanej od matpy. Przeprowadzono badania na mjaek poprzecznych i podtaych
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wzgledem osi osteonu. Zastosowanie wskkOéw spektroskopowych pozwolito na
opisanie frakcji mineralnych oraz organicznych funeje: weglany/fosforany,
mineraty/macierz) w badanym materiale. Widma zatepgvane bliej osteonu zawieraty
wicksz zawartd¢ macierzy (biatek) wskazgg na nowo powstaga kos¢. Z kolei widma
zebrane z punktow oddalonych od osteonu charaldesty wystpowanie zwgkszonej
zawartdci mineratu wskazug tym samym na ki@ bardziej dojrzat i zmineralizowan. W
rejestrowanych widmach zaobserwowano wzrost staspalsm wglanoéw do fosforanow
w obszarze pogrubiatej warstwy podafstnej, co wskazywato na bardziej dojezat
zmineralizowan struktue kostry. Jak wid@, uwycie tego wskanika (stosunku
intensywndci pasm pochodcych od wglanu do fosforanu) daje mlonvos¢ zastosowania
go, jako potencjalnego markera spektroskopowegorotlyo zwyrodnieniowej keci.
Metody spektroskopii oscylacyjnej do badania stinkkolagenu w tkankach, identyfikacji
tkanek patologicznych magoy¢ zastosowane zarowno dla kolagenu typu | jak i thpu
[Dehring i wsp. 2006].
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II. PRZEGLAD TECHNIK ANALITYCZNYCH

1. Spektroskopia Ramana

Spektroskopia zajmuje ¢sibadaniem i wyjgnianiem oddziatywania poruzy
matery bedaca zbiorowiskiem atomow | @Bteczek a promieniowaniem
elektromagnetycznym. Oddziatywanie to pozwala olser i analizow& zmiany energii
(widm) promieniowania pochtanianego, emitowanedoriozpraszanego przez dany obiekt
dajac informacje o wiéciwosciach fizycznych badanego uktadu. Zjawiska obseramewv
wyniku oddziatywania fali elektromagnetycznej z evat dzieh spektroskogi na
absorpcyjn i emisyjrg oraz niekiedy dodatkowo, osobno wydzielaspektroskop
rozproszeniow, ktdra obejmuje m.in. spektroskgpRamana [Drozdowski 1996], cho
wiasciwie spektroskopia rozproszenia jest spektroskepnisyjry. Spektroskopia zajmuje
si¢ zarbwno promieniowaniem jak i matgriponiewa jakosciowe i ilosciowe zmiany w
widmie promieniowania po jego oddziatywaniu z matelap informacje o wiaciwosciach

fizycznych badanego uktadu

1.1 Podstawy teoretyczne

Spektroskopia ramanowska jest rodzajem spektroskogproszeniowej, ktérej
podstawy teoretyczne opracowali w 1925 roku Kramersleisenberg (kwantowo-
mechaniczna teoria rozpraszania). Kiedy w 1928 rblknduski fizyk Chandresekhara
Venkata Raman potwierdzit 8wiadczalnie zjawiska przewidziane przez teoretykaie,
tylko przyczynit s¢ do potwierdzenia teorii kwantowo-mechanicznej, @leniez odkryt
nowe zjawisko zwjzane z rozpraszaniegwiatta. Tym samym powstat nowy rodzaj
spektroskopii. Za swoje odkrycie w 1930 r. otrzymagro@ Nobla z fizyki [Kecki 1975].
Mikrospektroskopia Ramana jest techniktora bazuje na efekcie Ramana polggan
na pomiarze promieniowania rozproszonego (rozproez&amana tj. nieelastycznego
rozpraszania fotonéw). Widméwiatta rozproszonego sktadae sz zawsze wysgpujace]

silnej linii odpowiadajcej diugdci fali promieniowania padagego i symetrycznie
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potozonych po obu jej stronach stabych pasm. Silna liodpowiada rozproszeniu
rayleighowskiemu, natomiast pozostate stabe pasmgzane g z rozpraszaniem Ramana.
Pasmo przesugte od linii wzbudzajcej w kierunku fal dhaszych nazwano stokesowskim,
natomiast przesugte w kierunku fal krotszych antystokesowkinDla danej substancji
potozenie pasm jest stale i niezabe od cgstotliwosci wigzki padagcej stanowic
unikatowy ,chemiczny odcisk palcow” probki. Naenie pasm ramanowskich jest o, wiele,
bo a& 10°-10" mniejsze od pasma rayleighowskiego. Natomiast ¢zaate
antystokesowskiego pasma ramanowskiego jest o wieiejsze od stokesowskiego, z tego
powodu w spektrometrii ramanowskiej ¢éziej postugujemy si pomiarem pasm
stokesowskich [Bazin i wsp. 2009]. Rozproszenie amowskie zachodzi podczas
oddziatywania promieniowania elektromagnetycznegoczsteczl. Promieniowanie
elektromagnetyczne posiada wiagiokorpuskularne i falowe (dualizm korpuskularno-
falowy). Tote, powstanie rozproszenia ramanowskiegazmaoopisd na dwa sposoby.
Pierwszy, oparty na klasycznej teorii elektromagomtej promieniowania — opis falowy,
oraz drugi, oparty na teorii kwantowej — opis kakuiarny.

Teoria klasyczna rozproszenia Ramana ukazuje kdgrapomedzy chmug
elektronowy czsteczki i promieniowaniem elektromagnetycznym, é&tépowoduje
nieelastyczne rozproszeniwiatta. Efekt Ramana jest obserwowany, gdy wystzmiany
w polaryzowalnéci czasteczki, ktog definiujemy, jako zdoln& przemieszczania ¢i
chmury elektronowym wzgtlem pder atomowych w polu elektrycznym. Indukowany
przez promieniowanie drggly moment dipolowy jest proporcjonalny do polaryatnwesci
molekuty. Podczas gdy klasyczna teoria falowa pdéavepisg podstawy mechanizmu
nieelastycznego rozpraszania, nie Wgja zmian pot@enia i intensywn&i pasm
rozpraszania w widmie Ramana. Mechanika kwantovzavpta na wyjénienie tych zmian
w oparciu o wykresy pozioméw energetycznych. Molgkoa podstawowym poziomie
oscylacyjnym (poziom zerowy v=0) absorppignerge, tym samym przechode w stan
wzbudzenia. W procesie relaksacji gasije rozpraszanie promieniowania i molekuta albo
powraca do stanu pogtkowego — rozproszenie Rayleigha, albo na jedenyzszych
energetycznie poziomOw oscylacyjnych — stokesowskiEproszenie Ramana. Zmiany
intensywndci pasm wysipuja ze wzgédu na ranice ilosciowe molekut we wzbudzonym i

obnizonym stanie energetycznym. W réwnowadze termicpugjulacja zachowuje i

25



zgodnie ze stanem rozproszenia boltzmanowskiego wigkszaci znajduje s na
podstawowym poziomie energetycznym. Statystyczngnigje wecej molekut
obsadzajcych najnisze poziomy energetyczne, tym samym zdolnych zelusta
podstawowego prz&j do stanu wirtualnego (pozornego/wzbudzonega),tygh ze stanu
wzbudzonego. Tym samym pasmo stokesowskie jestziggrihtensywne od pasma
antystokesowskiego i wdaie to pasmo jest najeciej wykorzystywane w analizie widm
rozpraszania Ramana.

1.2 Parametry pasma spektralnego

Widmo spektralne to zarejestrowany obraz promieam® roziaony na
poszczegolne estotliwosci, diugaci fal lub energs. Przedstawiane jest nagéziej na
ptaszczynie, jako wykres intensywroi pasma ramanowskiego w funkcjiestotliwosci.
Zarejestrowane widmo spektroskopowe powinng kyyozone z wielu wskich linii
odpowiadajcych rozproszonym kwantom energii, w rzeczywdsigednak widmo takie
nie jest linami, ale posiada pasma anej intensywnéci i szerokdéci. Taka posta pasm,
zwigzana jest z niedoskonatig rejestrugcej ich aparatury, a tak& z r@&ng szerokdcia
standw energetycznych [Drozdowski 1996]. Na ryciieostaty przedstawione wszystkie

parametry pasma spektralnego.
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Rys. 5 Pasmo spektralne z naniesionymi parameto@msowymi [za Drozdowskim

1996]

26



Gtéwnymi parametrami charakteryzaymi dane pasmo i wykorzystywanymi

podczas badania strukturgsreczek, molekut czy krysztatow:s

czegstotliwose V,, odpowiadagca maksimum wysokoi konturu badanego

pasma

—  intensywndci | ,,, jest to wysoké&t konturu pasma mierzona od poziomu tta

—  szerokd¢ potdwkowaAV,,,, jest to szerok& konturu pasma, wyznaczona w
potowie jego WySOKEi

—  intensywndc¢ integralnal , jestto powierzchnia ograniczona konturem pasma

i tlem

1.3 Ukfad do bada ramanowskiego rozpraszanigwiatta

Do bada ramanowskiego rozpraszandaviatta w uktadzie klasycznym stosujeg si
spektroskop. W przypadku naszych hadaastosowano system mikroramanowski

wyposaony w nasgpujace elementy:

zrédta wzbudzenia w postaci lasera

- uktadu optycznego, ktérego zadaniem jeStietlenie probki, doprowadzenie
Swiatta wzbudzajcego i zebranie promieniowania rozpraszanego

—  siatki dyfrakcyjnej

—  detektora promieniowana rozproszonego w postaciekganCCD (charge
coupled device)

—  ukiadu rejestrujcego widma i sterggego prag systemu (komputer +

specjalistyczne oprogramowanie)

Pomiary w skali mikro umdiwia zastosowany w uktadzie mikroskop konfokalny
sprzgniety z ukladem pomiarowym, pozwaday na zogniskowanie wzki $wiatta
wzbudzagcego (lasera) na badanym materiale, jak i zbierématta rozproszonego z

bardzo matej olgtosci (rzedu kilku mikrometrow sz&iennych).
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Ryc. 6 Mikro-spektroskop Ramana inVia firmy Reraw (vww.renishaw.com.pl

Pomiary wykonane zostaty przy zastosowaniu mikrkgpskopu Ramana (inVia)
firmy Renishaw, w ktorym system ramanowski spracty jest z mikroskopem
konfokalnym (Ryc. 6). Aparatura ta ugtivia uzyskanie widm Ramana z rozdzieléeig
przestrzeng rzedu 1 um. Natomiast konfokalna zdolsbrozdzielcza wynosi okoto gm.
Oba parametrygsscisle zwigzane z wyborem diugoi fali swiatta wzbudzajcego, jak
rowniez rodzaju obiektywu mikroskopuzytego w eksperymencie. Aparatura wypase
jest w dwa lasery o #bej diugdci fali wzbudzagcej (488 nm i 785 nm). Wybor
odpowiedniej fali wzbudzagej uzaleniony jest od rodzaju badanego materiatu,
zastosowanej techniki pomiarowej i rodzaju prze@dranych bada W omawianym
uktadziezrodtem whzki promieniowania wzbudzgjego byt laser o mocy wigiowej 500
mW, pracujcy na diugéci fali 785 nm, z méliwoscia sterowania mag swiatly
padajcego na probk Wigzka lasera byta ogniskowana na prébce poprzez ek
powickszeniu x50 i aperturze numerycznej obiektywu NA=OW badaniach ayto
chtodzonego powietrzem detektora CCD (Rencam) siedke dyfrakcyjma 1200 rys/mm.
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1.4 Analiza widma Ramana

Na poniszej rycinie (Ryc. 7) przedstawiono typowe widmaorRRaa uzyskane z

warstwy podchrgstnej kaci.

Widmo Ramana tkanki kostnej
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Rys. 7 Typowe widmo Ramana warstwy podebizej kaci. (udosgpnione z
materiatow wtasnych T. Buchwalda)

W widmie tym glbwnym, pasmom Ramana przypisano uod@dnie grupy
chemiczne wchodgze w skiad fazy mineralnej i fazy organicznej wagtrzkomorkowe;j
macierzy tkanki kostnej. Odseparowanie w widmie BRamkdci, pasm zwjzanych ze
sktadnikami mineralnymi od pasm zwanych ze sktadnikami organicznymi, pozwala na

uzyskanie doktadnej analizy zmian skladu chemicanegwarstwie podchestnej kaci.
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W przeprowadzonej analizie do interpretacji widnmamowskich #yto intensywnéci
integralnych pasm znacznie mniej czulych na efestientacyjne zwjzane m.in. z

utozeniem widkien kolagenowych w badanej tkance.

1.5 Komputerowe przetwarzanie danych

Do analizy widm zastosowano program WIRE 3.0 (Reig, ktory pozwolit
otrzyma dane dotycgce intensywngci integralnych pasm istotnych w ocenie zmian
sktadu chemicznego. Na intensywdointegralm pasm w widmie Ramana @
podchrzstnej wptywa znacgco nierbwné¢ powierzchni materiatu biologicznego. W celu
usunecia wptywu tego czynnika na obraz zmian sktadu dbenego, przy analizie
zastosowano stosunki intensywop integralnych odpowiednich pasm. B&i temu
otrzymano informacje o wzglinej zmianie iléci danego skfadnika chemicznego badanej

tkanki kostnej.

1.6 ,Jakas¢ kosci” w ocenie spektroskopii Ramana

Postp w diagnostyce i zrozumienie znaczenia poszczgghinskiadnikow
tworzacych ka&¢ na jej widciwosci mechaniczne, pozwolit na ocenjakosci kosci”
poprzez analiz okreslonych markerow, dagych s¢ wyodrebni¢ z analizowanych widm
przy zastosowaniu spektroskopii ramanowskiej. €&ree ,jakas¢ kosci” odnosi s¢ do
caldsci budowy i struktury przestrzennej elementow tkakdstnej oraz jej zdolnei do
petnienia funkcji mechanicznej [Judex i wsp. 2003pektroskopia Ramana pozwala
wykorzysta trzy parametry do opisu wdeiwosci kosci: stosunek iléci mineratow do
macierzy, proporejweglanow do fosforandw i wskaik jakasci kolagenu.

Analizujac widma ramanowskie tkanki kostnej wykorzystangrednio wyniki
bada wykonanych z #yciem absorpcji w podczerwieni. Pozwolito to na odgednie
przypisanie pasm ramanowskich odpowiednim grupoemitznym [Mendelshon i wsp.
1999, Boskey i Mendelshon 2005]. W spektroskopiimBaa rzadko analizuje ¢si
zachowanie intensywdoi maksymalnej pasma (intensyvgow maksimum nie niesie

zadnej informacji fizycznej). Do analizy widm wykgituje s¢, zatem intensywrigi
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integralnych pasm, dolz stosunki intensywni@i integralnych odpowiednich pasm
zwigzanych z konkretnymi drganiami oscylacyjnymi. Naybtad: stosunek intensywgo
integralnej pasma fosforanéw (wgstjacy w obszarze drgav ~ 959 cnit ) przez
intensywné¢é integralm pasma amidu Il (obszar dnga v~1240 — 1300 cih ) co
odpowiada stosunkowi mineratow do macierzy i noaewg wskanika mineralizacji
[Kazanci i wsp. 2007]. W analizie zmian § sktadnika mineralnego zastosowano
intensywndci integralne pasm Ramana grup fosforanowych?PiOwveglanowych CG*
wystepujace w obszarze dr@av, ~ 429 - 450 cm, v4~ 587 - 614 cil dla krysztatow
hydroksyapatytu oraz; ~ 1071 - 1073 cihdla krysztatéw wglanoapatytu [Kazanci i wsp.
2007]. Analiza w widmie ramanowskim stosunku ingemsosci integralnych pasm, jako
stosunek wglanow do fosforanow pozwala uzyskavglad w budowe kosci, poniewa
zmienia s¢ on zalenie od architektury ki, wieku i krystalizacji mineralnej [Akkus i
wsp. 2004, Legros i wsp. 1987, Yerramshetty i v2gQ6].

Wytrzymalad¢ kosci jest charakteryzowana nie tylko stopniem mineaali, ale
zalezy takze od krystalicznéci wystepujacych mineratéw i od optymalnego rozdziatu
roznych wielkagci krysztatow [Boskey 2003].Ostatnie doniesienia eksperymentalne,
dotyczice pomiaréw ramanowskich zyganych z krystaliczri@ia mineratow, wskazgjna
zastosowanie do analizy widm, innego parametrutsglekego, jak szerokoi potéwkowej
pasm fosforanowych w obszarze drga959 cmi* [Awonusi i wsp. 2007, de Mul i wsp.
1998].

Do oceny budowy kolagenu wykorzystuje sozne drgania oscylacyjne ydan
peptydowych. Obserwujemy je w widmach Ramana, jdsoma amidowe (amid I lub amid
), z ktérych czstotliwosci pasm pochodych od amidu | i amidu Ill o stosunkowo
dwzej intensywnéci korelup ze struktug wewmnstrz biatka, ladz z jego konformagj
(zdolna¢ do przyjmowania przez ggteczki r@nych ksztattdw przestrzennych). Kolagen
moze posiada unikatowg trojwymiarowg struktug potrdjnej helisy lub nieupogdkowary
struktue tzw. kigbka statystycznego. Pierwsza z wymienionych strukhelisa alfa,
powoduje, ze sztywny szkielet tropokolagenu charakteryzuje dizg wytrzymalacia
mechaniczg, natomiast kbek statystyczny mi@ przypé dowolny ksztait tworzc
znacznie mniej sztywn struktue przestrzenp Zmiany konformacyjne w @steczce
kolagenu, tzn. przégie struktury heliakalnej w strukgr kiebka statystycznego
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charakteryzuje gina podstawie interpretacji pasm amidowych | itliwvidmie Ramana. W
przedstawionej analizie konformacje kolagenu &Krémy interpretugc pasmo amidowe
lll, ktérego obszar wygpowania w widmie Ramana wynosi ~ 1200 - 1300 cw
zakresie ~ 1243 — 1253 €mpasmo amidowe Ill zwrane jest z struktar kicbka
statystycznego, natomiast w zakresie ~ 1265 — 8300 pozwala na charakteryzowanie
struktury potrojnej helisy. Zanik pasma z drugiemgkresu, mgna przypisa rozrywaniu
wigzan wodorowych i utracie przez gzteczk kolagenu, swej pierwotnej naturalnej
struktury helikalnej na rzecz nieupadkowanej struktury kibbka statystycznego [Parker
1983]. W analizie dotyerej zmian ilédci kolagenu kéci, jako catkowig ilos¢ sktadnika
organicznego uznano sgnintensywndci integralnych pasm zwranych z obydwoma

strukturami kolagenu.

2. Mikroskopia elektronowa

Mikroskopia elektronowa to technika obrazowanigtarej swiatto widzialne jest
zastpione wizka elektronow przyspieszonych pod wptywem silneg@apohgnetycznego.
Im wigksza energia elektrondw, tym krotsza ich falagkskza rozdzielczego mikroskopu.

2.1 Mikroskop elektronowy skaningowy

Mikroskop skaningowy (SEM — scanning electron nscape) naley do grupy
mikroskopow elektronowych, w ktorym wuzka elektronow omiatgaga powierzchni
badanego preparatu odbijg sid jego powierzchni i jest mierzona przez liczail@jdupcy
sic obok probki. Elektrony, ktére wpadajdo licznika, powodw powstanie sygnatu
pradowego, ktéry po wzmocnieniu jest przesytany do iooa. Na monitorze tworzony
jest, zatem obraz odpowiadey topografii powierzchni, od ktorej zostaty odbékektrony
[BSE — back-scattered mode]. d¥ka elektronéw padaga na powierzchnie probki nie
tylko powoduje odbicie elektronow. &% elektronOw zostaje pochtapa a utworzony
prad maze by uzyty do wytworzenia obrazu elektronéw pochiggch [SE—secondary

electron mode].
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SEM zastosowany do badania tkanki ebBtmo-kostnej umdiwia obserwagc}
trojwymiarowg powierzchni chrzstek stawowych, warstw granicznych clstka/kaé, jak
i przekrojow warstw tkanki chrzestnej i kostnej.9@bwacje w skaningowym mikroskopie
elektronowym pozwalgj na ustalenie wzajemnego pzémia komorek, elementéw
widknistych oraz struktur kostnych oraz na acemian w budowie i strukturze badanej
tkanki.

2.2 Mikroskop transmisyjny

W mikroskopie transmisyjnym (TEM - transmission célen microscopy)
rejestrowane gelektrony przechodze przez probk Preparat w takim mikroskopie musi
by¢ cienlg ptytka o grubdci mniejszej od 0,1 um. Wika elektrondw po prz&@iu przez
preparat pada na detektor w postaci matrycy CCBryktimaliwia odczytanie obrazu,
jako sygnatow elektrycznych.

TEM umaldiwia poznanie budowy badanego materialu na pozomi
subkomoérkowym. Mdliwa jest obserwacja ultrastruktury tkanki kostnej tkanki
chrzstnej. Mikrofotografie skrawkow eponowych pozwokresli¢ budowe tkanki kostnej
(zbitej i beleczkowatej), degeneraaghrzastki oraz topografi wiokien kolagenowych. Na
elektronogramach widoczng poszczegblne komorki oraz organelle komérkowe zido
wykaza (w zalenosci od jakégci materiatu badawczego) zaburzenia w budowigikop.
rozwdj osteoporozy czy osteomalacji (niedostatecmmaeralizacja), a tale zmiany
chorobowe wysfpujace w stawach (analiza komérek maziowych czykemorek tkanki

tacznej).
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lll.  ZALO ZENIA PRACY

Jedn z metod diagnostycznychzywanych do analizy materiatu biologicznego
jest technika spektroskopii oscylacyjnej [Panekpw2005]. Zastosowanie spektroskopii w
podczerwieni i spektroskopii ramanowskiej w badehi@iologicznych pozwala uzyska
informacje o budowie i strukturze badanego materi@ poziomie mikrostrukturalnym
[Gremlich i Yan 2001]. Mimo, ze obie techniki spektroskopii, jako metody
komplementarne, oferasj podobne wyniki w zakresie informacji z e¢éziowo
pokrywapcych s¢ zakresow widm oscylacyjnych, to jednak spektrogkdpamana jest
doktadniejsza i wydaje siby¢ metod tatwiejsz w zastosowaniu, a co za tym idzie,
majca wicksze szanse na upowszechnienie.

Przewaga spektroskopii ramanowskiej nad spektroskegpodczerwieni wynika
przede wszystkim z jej wgzej rozdzielczeri przestrzennej [Timlin i wsp. 1999] oraz
znikomej wraliwosci na stopié@ uwodnienia badanych tkanek a zakstosunkowo prostej
minimalnej techniki przygotowywania prébek. Ze wglyl na wyej wymienione zalety,
metoda ta jest e%ciej wykorzystywana do badania tkanek biologicznyehtym take
struktur kostnych i stawowych [Panel i wsp. 200%naliza tkanki kostnej z
zastosowaniem spektroskopii Ramana poszerzyta wiedz budowie i funkcji
poszczegolnych elementow sktadowycBdigGarden i Morris 2000].

Korzystapc z najnowszej literatury przedmiotu i wlasnychswi@adczeé, na
potrzeby prezentowanej pracy, przygotowano orygigametod preparatyki tkanki
kostnej, ktora umadiwita wykorzystanie techniki mikroskopii ramanowsk do
przeprowadzenia baflaspektroskopowych probek pobranych z warstwy pagshme)
kosci i z kasci gabczastej. Wspnie, r@nice w budowie i strukturze przestrzennegdaly
zdrowg koscig i koscia ze zmianami zwyrodnieniowymi, analizowano na padst
obrazow mikroskopii elektronowej. Technika mikropkoelektronowej ujawnita istotne
roznice w strukturze ngdzy kascig bez zmian i kécig ze zmianami zwyrodnieniowymi, co
z kolei pozwolito na sformutowanie zaenia, ¢ zastosowanie metody spektroskopowej
(mikroskopii ramanowskiej) ni@ réwnie ujawnic roznice medzy strukturami kostnymi
pobranymi z tkanek zdrowych i tkanek zmienionyclorofbowo, a take pozwoli na ich

zobiektywizowane opisanie za pomagskanikéw jakasciowych i ilasciowych.
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Aktualny stan wiedzy, wynikagy z dosgpnej literatury naukowej [Esmonde-White
2009], nie potwierdza jednoznacznie zmian struktimymicznej tkanki chestnej i kostnej
w postpujacej chorobie zwyrodnieniowej w badaniach na Dell/-)(+myszach
transgenicznych. Badania tkanek ludzkich megtapektroskopii Ramana dotyczyty
preparatow np. hemoglobiny i mioglobiny [Mak 2004patomiast jak dat nie
opublikowano wynikow badaludzkiej tkanki kostnej, prowadzonych przez Mof@910].
W swietle powyszego, zastosowanie techniki spektroskopowe) (spsidpia
ramanowska) wydaje i by¢ celowym i wytecznym nargdziem w badaniach
poréwnawczych zdrowych i zmienionych chorobowo ldtru kostnych i chrgstnych, a w
dalszej konsekwencji rowniev diagnostyce medycznej ChZS.

Cel pracy

Ocena zalenosci miedzy stopniem zaawansowania choroby zwyrodnieniowej
stawow biodrowych oznaczanym wedtug wtasnej kl&syii radiologicznej i parametrami
okreslajacymi niektore wiaciwosci tkanki kostnej: sktad i strukteirchemiczig macierzy
zewrgtrzkomorkowej oraz budoyv przestrzenpm kolagenu, uzyskanymi metgpd
spektroskopii Ramana.
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V. MATERIAL

W pierwszym etapie doboru materialu empirycznegmalizie poddano
dokumentag medyczm 113 pacjentow przgfych i leczonych w Klinice Chirurgii
Urazowej Uniwersytetu Medycznego  im. Karola  Marcowskiego w
Wielospecjalistycznym Szpitalu Miejskim w Poznamitaz w Oddziale Ortopedycznym
Wielkopolskiego Centrum Ortopedii i Chirurgii Uragej im. Ireneusza Wierzejewskiego
w Poznaniu w latach 2008- 2011. U wszystkich pad@mmetod leczenia z wyboru byta
implantacja protezy stawu biodrowego (PSB).

W drugim etapie selekcji materiatu, po wykluczepacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawéw, OB powsj 20 mm/1lh, wrodzan badz nabyt dysplazj, jatows
martwica gtowy kasci udowej pozostato 63 pacjentéw. Z tej grupy ddszich bada
zakwalifikowano tych pacjentow, ktérzy spetniali yteria pierwotnej choroby
zwyrodnieniowej stawdéw biodrowychadlz hospitalizowanych i poddanych leczeniu PBS
z powodu urazu okolicy stawu biodrowego. Dodatkowymtotnym wymogiem
zakwalifikowania danego pacjenta do badédyta bardzo dobra jaké, przynajmniej
jednego radiogramu w projekcji przednio-tylnej (ABjandardowo wykonanego do celéw
diagnostycznych.

Ostatecznie, grup badam stanowito 35 pacjentow, w tym 24 kobiety i 11
mezczyzn, w wieku od 48 do 88 lat, ktérzy wyrazili @msrg zgod na uczestnictwo w
projekcie badawczym. Strukturwieku i pici badanych pacjentow oraz stapie
zaawansowania choroby zwyrodnieniowej stawu bioégaw wedtug standardowo
uzywanych klasyfikacji wg Kellgrena i Lawrence’a [I85oraz Croft'a [1990] i Lane’a
[1993], a take siedmiostopniowej klasyfikacji wiasnej, kiow nas¢pnym etapie analiz
zredukowano do pciu stopni.

Badaniom poddano materiat kostny pobrany od 35epé@yv, z ktdrych gicioro
(grupa 0 wg klasyfikacji wtasnej) nie wykazywatadnych klinicznych i radiologicznych
oznak ChZS biodrowych. Pozostatych trzydeiero pacjentéw wykazywato oznaki ChZS
biodrowych w régnym stopniu zaawansowania w zalesci od zastosowanego kryterium
oceny (Tab. 3). Wedtug klasyfikacji wiasnej zostadliczeni do szgiu grup (grupy I-VI)

o stopniowo narast#jych oznakach choroby zwyrodnieniowej stawow biegrch.
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Tab. 3 Charakterystyka badanych pacjentow wedhny p wieku oraz stopnia
zaawansowania choroby zwyrodnieniowej stawéw biagiath wedtug trzech
réznych klasyfikacji.

Klasyfikacja Klasyfikacja

Lp. Pte¢ Wiek wgKellgren’a wg Croft’a Klasyfikacja
. ) . ) wtasna
i Lawrence’a i Lane’a

1 K 76 2 1]
2 K 88 2 [
3 M 64 3 Vv
4 M 49 3 Vv
) M 60 2 [
6 K 77 3 VI
7 M 61 2 [
8 K 75 3 Vv
9 K 82 1 I
10 K 88 1 Il
11 K 75 2 \Y)
12 K 65 3 \
13 K 84 1 [
14 K 63 3 VI
15 M 80 3 VI
16 K 72 1 I
17 K 83 2 v
18 M 60 1 I
19 K 61 0 0
20 M 61 1 Il
21 K 80 1 Il
22 K 73 3 Y
23 M 61 1 I
24 M 49 0 0
25 K 44 2 \Y)
26 K 46 0 0
27 K 63 3 Y
28 K 69 2 [
29 M 51 0 0
30 K 71 3 VI
31 K 63 2 v
32 M 60 1 Il
33 K 51 1 Il
34 K 48 0 0
35 K 77 2 v
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Pacjenci wykazujcy zmiany zwyrodnieniowe zostali podzieleni nasgzgrup (I-
VI) wedtug wzrastajcego stopnia zaawansowania chorobyzdéaz siedmiu grup liczyta
ostatecznie ptioro pacjentéw. Materiat stanowity fragmenty afstno-kostne pobrane z
gtowy kosci udowej standardowo usuwanej podczas operacjiamgcji PSB. Od kalego
pacjenta pobrano @i prébek, z ktorych dwie pochodzity z najbardziegigbonych miejsc,
kolejne dwie z mniej obgkonych miejsc glowy kei udowej do gibokasci 1 cm od
powierzchni stawowej chggtki oraz jedna z okolicy e#ci srodkowej gtowy kdci udowej.
tacznie, badany materiat kostny liczyt 175 préobek,dgemych analizie metad
mikrospektroskopii ramanowskie;.

Zagadnienia etyczne

Projekt bada zostat zgtoszony do Komisji Bioetycznej przy Uniggecie
Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu i uzgkskpozytywr opini,
potwierdzom dokumentem nr 843/09. Zgodnie z wymogami, wszygagjenci zostali
poinformowani o celu i metodach badania i oddegyo pacjenta lub upowasionego
opiekuna, uzyskano pisemngod na jego przeprowadzenie.

Badania pacjentdow, analiz danych medycznych orabrgmie fragmentu
chrzstno-kostnego z usuwanej w trakcie zabiegu protasoyki gtowy kaci udowej,
przeprowadzono w Klinice Chirurgii Urazowej Uniwgistu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Wielospecjalistycznym Szpitalu digkim w Poznaniu oraz w
Wielkopolskim Centrum Ortopedii i Chirurgii Urazopien. Ireneusza Wierzejewskiego w
Poznaniu. Badania tkanki ckstno-kostnej wykonane zostaly z zastosowaniem
konfokalnego mikroskopu ramanowskiego inVia firmyerishaw (system ramanowski
sprzgniety z mikroskopem konfokalnym) w Katedrze SpektrgekoOptycznej na
Wydziale Fizyki Politechniki Pozmakiej. Tkanka chrgstno-kostna byta badana z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektrorgj(TEM) w Pracowni Mikroskopii
Elektronowej i Konfokalnej na Wydziale Biologii Umersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu, natomiast badania z wykorzystaniem mikapis elektronowej skaningowej

(SEM) wykonano w Zaktadzie Histologii i Embriolodiniwersytetu Przyrodniczego w
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Poznaniu. Ponadto w kdym z wyej wymienionych érodkéw naukowo-badawczych
uzyskano zgoglodpowiednich wtadz na prowadzenie ckoaych bada.

Prag zrealizowano w ramach ndzyuczelnianego projektu badawczego pt.
»,Choroba zwyrodnieniowa stawow biodrowych (koksaz&r) w aspekcie zmian sktadu
chemicznego oraz konfiguracji przestrzennej kolagbadanej tkanki kostnej pacjentéw

szpitali ortopedycznych miasta Poznania” nr 50100325184-044-01.
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V. METODY

Metody oceny stopnia zaawansowania choroby zwyeodowe] stawow
biodrowych przeprowadzono na podstawie ¢gdjadiologicznych, z wykorzystaniem
standardowo wykorzystywanych klasyfikacji oraz zggmnowanej klasyfikacji wtasnej. W
prezentowanej pracy bezpednim badaniom poddane byly preparaty tkanki lkejstn
pobrane od pacjentéw zadym nasileniem choroby zwyrodnieniowej stawéw bavdych.
Pobranie kilku prébek kostnych zAbej amputowanej glowy Koi udowej 35 pacjentow,
wymagato opracowania metody ich pobierania, agpagt, metody preparatyki pobranego
materiatu kostnego do bada mikroskopie elektronowym skaningowym i transnigyn.

Najbardziej skomplikowane i czasochtonne byly gatpwania do badamateriatu
kostnego metad mikrospektroskpii ramanowskiej. Pedje takich bada wymagato,
bowiem najpierw dokonania wgmej oceny tkanki kostnej w mikroskopie elektronowy
a nasgpnie przystosowania analizy widma Ramana do changdtyki jakgciowej i
ilosciowej tkanki kostnej. Przed padjem zasadniczych bafi@odgto prély opracowania
metody wykorzystania widma Ramana do oceny paramwetikreslajacych jaka¢ kosci.
Otrzymane wyniki wsfpne z bada pilotazowych przeprowadzonych w 2009 roku,
poddano analizie statystycznej i na tej podstawae awzgtdniajgc aktualne doniesienia z
zakresu literatury przedmiotu, uzyskano wiarygodmmtwierdzenie maiwosci
zastosowania techniki spektroskopii Ramana do octanki kostnej na poziomie
subkomorkowym. Analizowano zmiany wadtotrzech cech: (1) wskaika mineralizaciji,
(2) wska&nika budowy przestrzennej kolagenu (3) wskka hydroksyapatytu do
weglanoapatytu.

Wyniki z zasadniczych bada przeprowadzonych metgdmikrospektroskopii
Ramana, poddano analizie statystycznej, w celu kaxya prawidtowych uogolinie i

weryfikacji postawionych hipotez badawczych.
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1. Metoda klasyfikacja radiologicznej

Istotnym elementem rozpoczypgaym cah procedu¢ badawcz byto dokonanie
precyzyjnej oceny struktur okolicy stawu biodrowagb podstawie z¢§ rentgenowskich,
ktéra byta wykonywana przez tego samego badaczavigdczonego lekarza ortopgdwv
odniesieniu do skal okimjacych stan zaawansowania ChZS biodrowego wedtug lwoc
najczsciej stosowanych klasyfikacji. Jednak klasyfikaej@ Kellgren'a i Lawrence’a
[1957] nie daje mdiwosci jednoznacznej oceny stopnia nasilenia choroblgadaniach
diugofalowych, a konieczié istnienia w obrazie radiologicznym osteofitow prggrascie
ciezkosci ChZS biodrowych, utrudnia jednoznagzocery radiograméw wg klasyfikacji
Kellgren’a i Lawrence’a [Sun i wsp. 1997]. Na prigdg wg tej klasyfikacji stopie 2°
mozna zastosowa wytacznie pod warunkiem obeci® osteofitbw. Zastosowanie
wyzszego stopnia zaawansowania ChZS biodrowych begzngbk osteofitow nie jest
mozliwe. Inng niedoskonatécia catasciowej klasyfikacji K&L jest brak mdgiwosci
osobnej oceny poszczegolnych cech radiologicznych.

Niedoskonatéci klasyfikacji K&L doprowadzity do powstania innlgc skal
radiologicznych. Sd tez, obecnie coraz ¢zciej wywa st klasyfikacji zaproponowanej
przez Croft'a i Lane’a ktGra oparta jest na ponganzinimalnej szerok@i szpary stawu
(SzSzS) [Dieppe 1995] i zostata réwhievykorzystana w niniejszych badaniach.
Zastosowanie klasyfikacji Crofta i Lane’a (C&L), mmaga, we¢c dokonania pomiaru
minimalnej szerok&ri szpary stawu biodrowego. Pomiar ten byt mierzarawsze przez
tego samego badacza, w miejscu ngfszego przewzenia szpary stawu, przyzyciu
skalowanego z doktaddca do 0,1 mm szkia powkszapcego. Dodatkowo, w celu
kalibracji i mazdiwosci odtworzenia na podstawie zdjradiologicznych rzeczywistych
wymiaréw analizowanych struktur, wynik @ego pomiaru byt poréwnany z mierzon
srodoperacyjnie rzeczywistrednig usuwanej glowy k&ci udowej danego pacjenta

Ze wzgkdu na toze zadna z dwoch zastosowanych klasyfikacji nie wycagrgv
petni znamion ChZS biodrowych wzadych jej stadiach, nazytek niniejszej rozprawy
opracowano wiagn klasyfikacg radiologicza do oceny stopnia zaawansowania ChZS
biodrowych (Tab. 4), ktéra powstala z gotenia dwoch omobwionych powsj,

powszechnie uznawanych i stosowanych klasyfikagdialogicznych.
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Tab. 4 Wiasna klasyfikacja radiologiczna chorotgwyrodnieniowej stawéw
biodrowych, powstata z pgdzenia dwoch klasyfikacji K&L i C&L.

wg Kellgren’a i Lawrence’a

Klasyfikacja

wg
Croft’a
i
Lane’a

W zaproponowanej klasyfikacji witasnej, stapieerowy, czyli brak zmian
sugerugcych ChZS biodrowego, odpowiada stopniom zeroweamdveno wg K&L jak i
zerowemu w C&L. Podobnie stopi¢, natomiast stopiell odpowiada Il w K&L, ale tylko
1° w C&L. Stopié Il odpowiada drugiemu stopniowi w obydwu skalgalerwotnych,
natomiast 1V odpowiednio Il i 2° w klasyfikacji K& i C&L. V stopien klasyfikacji
wiasnej odpowiada trzeciemu stopniowi w obydwu seigjwych klasyfikacjach. Stopie
VI odpowiada najwyszym stopniom w obydwu skalach tzn. IV w K&L i 3°@&L.

Stworzenie, jak siwydaje nieco doktadniejszej klasyfikacji wtasn&pb. 5), w
ktérej wyr&niono 6 stopni nasilenia ChZS biodrowych, wynikaoprzedstawionych
niedoskonatéci obu wczéniejszych szeroko stosowanych klasyfikacji, azéake wzgdu
na prawdopodokmazliwos¢ uchwycenia drobniejszych zmian ujawnionych wazku z
zastosowaniem wysoce specjalistycznych i bardzaypygnych metod analizy zmian

tkanki kostnej na poziomie struktur chemicznych.
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Tab. 5 Skala zaawansowania zmian radiologicznyclfChZS biodrowych wedtug
wiasnej klasyfikacji siedmiostopniowe;j.

Stopien Minimalna szeroko$¢

Zaawansowania szpary stawu Opis zmian
ChZS stawu (SzSzS)

brak zmian radiologicznych ChZsS,

0 norma $zSzS > 3mm ‘2 .
szerokos¢ szpary stawu w normie
minimalne zwezenie szpary
minimalny 3mm > SzSzS 2 2,5mm stawowej, mozliwosé wystepowania
osteofitéw
lekkie zwezenie szpary stawowej,
1l tagodny 3mm > SzSzS 2 2,5mm g - J

obecne osteofity

umiarkowane zwezenie szpary

11} umiarkowany 2,5mm > SzSzS > 1,5mm : X
stawowej, obecne osteofity

umiarkowane zwezenie szpary
, . stawowej, liczne wyrazne osteofity,
$rednio . .
v 2,5mm >SzSzS > 1,5mm umiarkowana sklerotyzacja
Zaawansowany podchrzestna, mozliwa deformacja
nasad

zaawansowane zwezenie szpary
stawowej, liczne wyrazne osteofity,
umiarkowana sklerotyzacja
podchrzestna, obecnosc torbieli
podchrzestnych, mozliwa deformacja
nasad

Vv zaawansowany SzSzS < 1,5mm

Zaawansowane zwezenie szpary
stawowej, duze osteofity, znaczna
bardzo sklerotyzacja podchrzestna,
Vi 52525 < 1,5mm SRRl 5
zaawansowany obecnos¢ torbieli podchrzestnych,
cechy protruzji panewki, wyrazna

deformacja nasad
W dalszej cgsci bada postugiwano s opisam powyzej (Tab. 5) wiass

siedmiostopniow klasyfikacp, okrelajaca brak (0) lub odpowiednio wgzy (I-VI) stopig
zawansowania ChZS biodrowego.
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2 Metody pobierania i przygotowania probek do dalszyk badan

Od kadego pacjenta pobrano epi probek, z ktorych dwie pochodzity z
najbardziej obazonych miejsc, kolejne dwie z mniej obobnych miejsc gtowy ki
udowej do gibokasci 1 cm od powierzchni stawowej chstki oraz jedna z okolicy ezci
srodkowej gtowy kdci udowej (Ryc. 8). W warstwie powierzchniowej gpwosci udowej
rozr&zniono dwa obszary pomiarowe: tj. obszakdigoodchrzstnej najbardziej obgtany
oraz obszar mniej ohgiany [Wright i wsp. 2001]. W kalym w tych obszaréw
analizowano zaroéwno warsgwpodchrzstrg jak i kos¢ ggbczasi. Dodatkowo badano
warstwe gieboka kosci gabczastej (pita probka uzyskana od tego samego pacjenta) z

okolicy srodka gtowy kdci udowej pobramn z gkbokasci 2-4 cm.

Powierzchnia
gérno-tylna
(najbardziej obciazana)

Powierzchnia
dolno-przednio-przysrodkowa
(mniej obcigzana)

Tkanka gabczasta
- $rodka glowy
kosci udowej

Rys. 8 Miejsca pobrania materiatu kostno-¢birzego z gtowy k&ci udowe;.
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3. Metody mikroskopowe

Badania struktury na poziomie tkankowym, komorkowystruktury chemicznej
probek kostnych pobranych z zrée obcizonych miejsc warstwy podchegtnej i
gabczastej glowy kéci udowej, przeprowadzono zzyciem mikroskopu elektronowego

skaningowego (SEM) i transmisyjnego oraz w mikrésmskopii Ramana.

3.1 Przygotowanie materiatu do bada w mikroskopie skaningowym (SEM)

Wybrane probki pobrangrdodoperacyjnie, z miejsc jak opisano uprzednio,
utrwalano w 4% formalinie. Tkanki odwadniano w sggr etanoli 0 wzrastgym stzeniu
od 70 % do 100%. Po odwadnianiu w alkoholach pm&adzono je przez roztwory
acetonu (90%-100%). Nagginym etapem bylo suszenie prébek w aparacie desisv
punkcie krytycznym z zyciem dwutlenku wgla, a nasfpnie montowano je na stolikach,
pokrytych dwustrongfolig weglowg. Probki orientowano w taki sposob, by widocznaabyt
powierzchnia stawowa oraz przekroje ¢stki stawowej z beleczkami kostnymi
podchrzstnymi. Przed obserwacjami mikroskopowymi, prébkikgywane bylty przez
napylenie préniowe warstyy ztota o grubéci ok. 20 nm (Fot. 1). Obserwacje
przeprowadzono w skaningowym mikroskopie elektropowfirmy ZEISS przy nagciu
przyspieszajcym od 10 do 15 kV.

Fot. 1 Probki kéci przygotowane do oceny w elektronowym mikroskagkaningowym
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Skaningowy  mikroskop elektronowy (SEM) usiwia obserwagj
trojwymiarowg powierzchni badanych komorek i tkanek. Mikrofotigg skrawkow
eponowych pozwolity okrdi ¢ budowe tkanki kostnej (zbitej i beleczkowatej), degengrac
chrzstki oraz topograéi wiokien kolagenowych.

3.2 Przygotowanie materiatu do bada w mikroskopie transmisyjnym (TEM)

Wybrane probki pobrangddoperacyjnie, z miejsc opisanych paejy utrwalano
w 2.5% aldehydzie glutarowym w buforze kakodylanowya nasfpnie utrwalano w 1%
czterotlenku osmu w buforze kakodylanowym. Tkan#weadniano w szeregu etanoli o
wzrastajgcym stzeniu od 70 % do 100%. Po odwodnieniu w alkoholakblejno
poddawano je imersji w serii acetonéw i tlenku ptepu. Tkanki zatapiano vizywicy
EPON 812. Kolejno wykonano skrawki potcienkie iralicienkie. Skrawki ultra cienkie
kontrastowano 9% octanem uranylu i 0.5% cytrynianestowiu. Obserwacje

przeprowadzono w transmisyjnym mikroskopie elektraym, model JEM 1200EX II.

4. Metoda spektroskopii Ramana

Prébki kostne, pobrane odiego pacjenta z gtiu réznie obcizonych obszaréw
amputowanych gtéw kei udowych, poddawano wielokrothnemu ptukaniu w wamtze soli
fizjologicznej, w celu usugcia resztek krwi. Po wysuszeniu poszczegOlne probki
przechowywano w temperaturze okoto 4°C. Probki pedtho analizie w uktadzie do
bada ramanowskiego rozpraszasiaiatta w temperaturze pokojowe;j.

Widma Ramana tkanki kostnej uzyskano w obszarzktigheym 200 - 1800 cth
Pomiary widmRamana dla kalej probki wykonano na powierzchni 50 x 50 7im
krokiem 10 um, w rinych miejscach warstwy podckstnej kaci oraz tkanki kostnej
gabczastej (bezpoednio pod warstw podchrzstna oraz zérodka gtowy kdci udowej).

W kazdym z tych obszaréw dokonano pomiaru siedmiu magmMRamana z wybranych
losowo miejsc. Pojedyncze,srednione widmo z danego obszaru otrzymano z sumy
wszystkich widm z jednej mapy widm ramanowskich. Nadstawie siedmiu widm

oceniono sktad chemiczny i strukduprzestrzensm kolagenu badanego obszaru tkanki
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kostnej, jakasrednia warté¢ z tych widm. Schemat uzyskiwania widm z probekrpalgch

w réznych miejscach obgienia gtowy kdci udowej przedstawiono na rycinie 9.

MIEJSCA POBRANIA PROBEK

v oo

najbarduej mniej najbard2|ej mniej okolica
obcigzone obcigzone obcigzone obcigzone srodka gtowy

warto$é érednia /

z 7 usrednionych widm Ramana
dla kazdego badanego miejsca

7 usrednionych widm Ramana z 7 map

[

7 map = 252 pomiary

I

1 mapa =36 pomiaréw <¢———

Ryc. 9 llgci wykonanych pomiaréw widm Ramana wg miejsca poiarékanki.

1 mapa 50 x 50 um

Dla wszystkich probek pobranych z najbardziej iieprobcizonych miejsc w
warstwie podchrgstnej oraz tkance kostnejliczastej, a tate dla probki z okolicyrodka
glowy kasci udowej wykonano po 36 pomiaréw widma Ramana nmaapach, kada o
wymiarach 50x50 um. Zseednionych wartéci widm Ramana z kalej z 7 map wyliczono
wartas¢ srednp dla kadej prébki. Ostatecznie dla uzyskania jedineginiej wartdci danej

cechy wykonano 252 pomiary widm.
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5. Analizy statystyczne

Uzyskane wyniki z analizy pobranego materialu kegth metod
mikrospektroskopii ramanowskiej poddano analiziatystycznej. Obliczono waroi
srednie trzech analizowanych wgkikow w normie i w szé&iu grupach zaawansowania
ChZS biodrowych oraz wardoi minimalne i maksymalne, a tak odchylenia standardowe
i wspotczynniki zmienngci. Rozklady badanych cech poddano analizie siatysej za
pomog testu Kotmogorova-Smirnova, ktory potwierdzit zgoék wynikow probek z
rozktadem normalnym (krzyav Gaussa). Nagpnie przeprowadzono anajizwarianciji
ANOVA. Istotnas¢ réznic migdzygrupowych i mgdzy miejscami o réinym poziomie
obcigzenia gtowy kdci udowej oceniano testami t-Studenta, Friedman@unn’a. Do
oceny wielokrotnych porowma wartasci srednich zastosowano test Tukeya-Kramera.
Poziom istotnéci ustalono na p<0,05. Obliczenia statystyczne atgpstvykonane w
Katedrze Spektroskopii Optycznej Politechniki Powkée] oraz w Zakiadzie
Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Uniwersytat Medycznego im. K.

Marcinkowskiego w Poznaniu. Do analiz wykorzystapoogramowanie GraphPad InStat.
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VI.  WYNIKI

Proporcja pici badanych pacjentow odzwierciedlaetadenag; panugca w populacii
0s6b poddanych zabiegom endoprotezoplastyki i wimadkoto 2:3. W grupie oso6b, u
ktorych nie stwierdzono zmian zwyrodnieniowych zaéy st trzy kobiety i dwoch
Mmezczyzn natomiast wod osob z oznakami ChZS biodrowych 21 kobiet | &aenyzn.
Sredni wiek pacjentébw ChZS ze zmianami zwyrodniernjimivw obrazie radiologicznym
wynosit 67,94 (+/- 11,39), przy czym kobiety byhzpcktnie starsze od @iczyzn o ponad
10 lat, bowiemsrednia wieku badanych ¢giczyzn wynosita 61, 78 (+/- 8,61), natomiast
kobiet — 72,33 (+/- 11,29) lata. Struktura wiekud@&aych pacjentow wedtug stopnia
zaawansowania ChZS biodrowych nie wykazywatarziabwania.Srednie wieku w trzech
wstepnie wyr@nionych grupach: (1) zmiany tagodne (I+Il stapievg klasyfikaciji
wiasnej), (2) zmiany umiarkowane (ll1+1V) i (3) zamy zaawansowane (V+VI) wynosity
odpowiednio 69,9 (+/-12,87), 69,6 (+/- 12,95) i ,®&+/-9,09) lat.Sredni wiek oséb, u
ktorych nie stwierdzono oznak ChZS biodrowych hydegitnie nizszy, bowiem wahat i
w granicach 46-61 lat. Szczegdtowe obliczenia stgtgne przeprowadzono kiad
glbwny nacisk na zasadniczy cel prezentowanej pragekim byto uchwycenie
ewentualnych rinic wielkasci trzech ramanowskich miar, oklajacych jakad¢ kosci:
wskanika mineralizacji wskanika budowy przestrzennej kolagenu i wakéa
hydroksyapatytu/aglanoapatytu, w zammosci od nasilenia zmian zwyrodnieniowych w
obrazie radiologicznym. Dalsze analizy wykonanetagswytacznie z uwzgidnieniem
gtbwnego kryterium podzialu materiatu, a mianowi@pnia zaawansowania ChZS

biodrowych, niezalenie od ptci badanych pacjentéw.
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1. Zmiany chrzestno-kostne w mikroskopie elektronowym

Badania tkanki chkstno-kostnej przy ayciu mikroskopii elektronowej pozwolity
na poszerzenie wiedzy o budowie i zmianach zacjoydh w poszczegodlnych elementach
tworzacych jej struktug architektonicza. Obserwacja tkanek w mikroskopie
elektronowym z wykorzystaniem obrazowania w try&E Gecondary electron mojle
ujawnita tréjwymiarowy struktug warstwy chrgstnej oraz znajdagych sé ponizej
warstwy podchrgstnej i kaci gabczastej. Analizie poddano prébki pobrane z gtévdcko
udowych zaréwno o0soOb zdrowych jak i z ChZS biodrowy Obrazy uzyskane z
mikroskopu elektronowego pozwolity na opis ultraktury elementow chgstki,
topografe sieci wiokien kolagenowych oraz charakterystylkkondycji komorek
chrzstnych. Raénice w budowie warstwy podchigtnej medzy kascia zdrowy i ze
zmianami zwyrodnieniowymi uwidocznity i jako wzmaona porowat&é beleczek
kostnych oraz zniszczenie i nadtamania webla tkanki gbczastej. Na przedstawionych
nizej elektronogramach zaobserwd@wanozna cechy mikrostrukturalne o charakterze
chonodromalacji i degeneracji obszarOw podestreych wraz ze zniszczeniem sieci

beleczek kéci gabczastej w nagpstwie zaawansowanej artrozy.
1.1 Wizualizacja tkanek gtowy kd@ci udowej u osob zdrowych
Analiza prébek z najbardziej i mniej obzanych miejsc gtowy kizi udowej od
0s0b z grupy zerowej (wg wiasnej klasyfikacji ChiziSdrowych) nie wykazata pic. Na

Fot. 2 przedstawiono przekrdj poprzeczny wycinkawyt kosci udowej, na ktérym

widoczne §: chrastka szklista, warstwa podckstna i tkanka goczasta.
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Fot. 2 Wycinek chrgstno-kostny pobrany z gtowy ko udowej osoby zdrowej. A —
chrzstka szklista, B — warstwa podcbsina, C — tkankaatpczasta.

Kos¢ gagbczasta ma ukiad regularnych beleczek odcimah arkadowo od
chrzstki stawowej. Warstwa podclistna kdci, tworzca struktury osteonopodobne,

znajduje s miedzy poniej lezaca koscig gabczasd, a chrastky szklisy stawowg (Fot. 3).

Fot. 3 Przekroj poprzeczny przez: A — cistke stawows, B — warstw podchrzstry i
C — kas¢ ggbczasi. (SEM powegksz. x 43)
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Powierzchnia chigstki szklistej jest struktygrciagta, z typowymi ztuszczeniami,
ktore s wynikiem funkcji mechanicznej stawu biodrowego t(F).

Fot. 4 Powierzchnia chygtki stawowej z widocznymi Z — ztuszczeniami. (SEM
powieksz. x 83)

Fot. 5 Przekroj chestki z widocznymi regularnie wonymi jamkami chrgstnymi.
Al — warstwa przypowierzchniowa, A2 — warstwarpdnia, A3 — warstwa
gleboka, A4 — warstwa zmineralizowana, J — jamki chonytow (SEM
powigksz. x 142)
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Na zdgciach, przedstawiggych preparaty chastki stawowej o0s6b be
radiologicznych oznak ChZS biodrowych, zaobserwawgypowy uktad trojwarstwow
obejmupcy: ptask warstwe przypowierzchniow, warstwe posredng oraz warstw
gteboka. W warstwie gibokiej chrzstki stawowej widoczne as liczne jamki
chondrocytow. W chegtce wyr@nia sk ponadto czwagt warstwe ,przejsciowy”, ktorej
najgkbsza warstwa, eZciowo zwapniata, zwana warsfwmineralizowan chrzstki, jest
scisle zwigzana z warsta/podchrzstrg kosci (Fot.5)

W warstwie gébokiej chrastki stawowej na obrazach otrzymanych z mikrosk
transmisyjnego uwidocznity &i typowe chondrocyty i substancja pozakomorkow

wiékienkami kolagenowymi (Fot. ¢

Fot. 6 Elektonogram chondrocytu i substancji pozakomorkowe widkienkami
kolagenowymi v czgsci glebokiej chrastki. (TEM, poweksz. x 200C

1.2 Wizualizacja tkanek gtowy kosci udowej pacjentéw z ChZS biodrowegc

W zakznosci od stopnia zaawansowania chorobzwyrodnieniowej
zaobserwowanazmiany w strukturze chgstnc-kostnej polegagce ne (1) degradacii
ukladu typowych warstw chegstki szklistej (2) zmianach w ukladzie wioki

kolagenowych charakteryzgych si¢ rozszczepienienkompaktowo utaonych gczkow
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(3) pogrubieniu warstwy podchrgstnej kaci (4) obecndci licznych otworéw neé
powierzchni beleczek tej warstwy oraz zniszczeniu struktury architektonicznej si
beleczek kéci gabczastej. Przeprowadzono oddzigkinaliz obrazéw mikroskopowyc
struktur  chrgstnokostynch dla mniej i bardziej zaawansowanych zr

zwyrodnieniowych.
Obraz mnig nasilonych zmian z2wyrodnieniowych
Chrastka pobrana z gtowy kixi udowej z miejsc najbardziej olgganych

wykazywata na swej powierzchni obegé niewielkich wgkbiea (kawern, widocznych na
Fot. 7, orazpekniec (Fot. 8).

Fot. 7 -Powerzchnii chrzstki stawowej z zagbieniami W — wgkbienia (kawerny).
(SEM powkksz. X 89).

54



Fot. 8 Peknigcia w warstwie przypowierzchniow chrzastki szklistej: P - pkniecie
(SEM, poweksz. x 371.

Gruba¢ warstwy chrgstnej uleda zmniejszeni, przy zachowaniu wyraej
warstwy widknistej fzy obszarze podchggtnym. Zauwayé mazna, ze zarOwno w
warstwie podchrgstnej jak i w kdci gabczastej jest wicej ,kosci w kasci”, o czym mog
swiadczy grubsze beleczki kostne, twace bardziej gsta sie¢ przestrzensp (Fot. 9)

Fot. 9 Przekrdj zredukowanej chyztki opierajcej st na arkadach beleczek kostn
(SEM) powkksz. x 43. A- chrastka szklista B -warstwa podchrgstne
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Na obrazach wykonanych techgikmikroskopii elektroowej transmisyjnej,
zaobserwowanoliczne zdegenerowane chondrocyty warstwie gebokiej chrzastki

stawowej (Fot. 10).

Fot. 10  Elektonogramzdegenerowanego chondrocytu w warstwie przykeghj do
obszaru podchestneg. (TEM, powkksz. x 2000)

Obraz zaawansowanych zmian zwyrodnieniowych

W prébach pochodzych od pacjentow z zaawansowanymi zmian
zwyrodnieniowymi stawOw biodrowych stwierdzonozmice w strukturze tkanek -
zaleznosci od miejsca pobrania preparatu. Prébki z miejsiemobcizanych ponizej
podpunktA) charakteryzuj sie czesciowym zniszczeniem chgatki, natomiast w miejscac
najbardziej obazonych (podpunktB) dochodzi dgprawie catkowitegcwytarcia chrzstki
stawowej i odkrycia warstwy kostnej podchistne, z zauwaalnymi strukturam

osteonopodobnymi.
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A. Zmiany z obszaréw mniej ofgianych — z zachowaip chrzstkg

W warstwie przypowierzchniowej chestki szklistejstwierdzono zaawansowa
zmiany zwyrodnieniowe poleggje napowickszaniu s} zagkbien w chrzstce, w ktorej
dochodzi dooddzielania s ptytek zawierggcych materiat fibrylarn. W warstwach
srodkowych i bazlmych widocznesa pekniecia i rozwarstwienia chegstki (Fot. 11 i 12).

Fot. 11  Przekr6j powierzchni glowy osci udowej z licznymi obszernymi
zagkbieniam (Z) i rozwidkniory (R) czescia bazalm chrzstki. (SEM,
powieksz. x 33)

Fot. 12 Przkrdj chrzstki stawowej, przedstawigy rsw — rozszczepienie struktury
widknistej w czsci bazalnej chrgstki (SEM powgksz. x 628)
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Ponadto powierzchnia beleczek kostnych ma strgkhropowad i sprawia
wrazenie porowatej (Fot. 13), przy czyérednice wekszych otwordéw g wielkosci ok. 10-
20 um, ktéra odpowiada wielka lakuny po osteobfaie tworzcym kas¢ [Boyde i wsp.
1986]

Fot. 13 Obrazowanie struktury tkanki kostnej waystpodchrzstnej z zauwzalng
.porowatccia” (SE mode powiksz. x 192).

B. Zmiany z miejsc maksymalnie gbanych — catkowity brak chgztki

Fotografia 14 przedstawia powierzchiniglowy kasci udowej w miejscu
najbardziej obazonym po catkowitym wytarciu chgstki stawowej. Po zniszczeniu
chrzstki szklistej widoczna jest ptaska powierzchniazarysami osteonow i blaszek
kostnych (Fot. 15) oraz pekanych odtamoéw kostnych utworzonych z beleczek wwgrs
podchrzstnej (Fot. 16). Miejscowo stwierdzono zaobserwowaake pokruszone

fragmenty kostne o wielkoi ok. 20 -50 um.

58



1.mm

Fot. 14  Obraz powierzchni gtowykosci udowej catkowicie pozbawione] chrgstki
szklistej. (SEM, powgksz. x 31)

Fot. 15  Struktury osteonopotbne utworzone przez blaszki kostne wars
podchrzstnej (SEM- SE mode).
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Fot. 16 Obrazpowierzchni stawu z widocznym osteone(O) oraz pokruszonymi
odtamamikostnymi beleczek warstwpodchrzstnej. (SEM, powiksz. x 225

Na przekrojach poprcznych obserwowano beleczki kostne, ktorych stmak
ulega rozwarstwianiu doprowadzejdo oddzielania siczgéci bocznych beleczek (Fot :
AiB).

Fot. 17  Powickszenia beleczek kostnych z e&iowo zachownym regularnym
uktadem kolagent miejscami rozszczégnia litej blaszki wtdknistej. (SEM
— powigksz. x 192, E- powkksz. x 501).

Pojedyncz blaszk widknisty warstwy podchrgstnej powstat po oddzieleniu si od
beleczki kostneyiwidoczniono na Fot. .
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Fot. 18 Obraz rozszczepionej blaszki widknistejwarstwie podchrgstnej. (SEM
powigksz. x 192).

Pozostatéci nietypowego tworzenia tkanki kostnej w postadknobeleczkowych
wtretbw wypetniagcych liczne pory (Fot. 19) as kolejrg cechy rdznigcg warstve
podchrzstrg w ChZS od obrazéw tkanki prawidtowej. P@iey zniszczonymi beleczkami
kostnymi, oprdcz nowotworzonej tkanki kostnej, widoe g otwarte do jamy stawu

przestrzenie, wypetnione lipocytmi powstatymi pluszczeniu szpiku.

Fot. 19. Mikrobeleczkowe wity wypetniapce liczne pory wraz z lipocytami w tkance
kostnej podchrgstnej.
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2.  Wskaznik mineralizacji tkanki kostnej (WMTK)

Wskaznik WMTK, okreslajacy proporcg hydroksyapatytu do kolagenu, oceniano
w warstwie podchrstne] w miejscu maksymalnego of@nia i w obszarze mniej
obcigzonym, natomiast w tkance kostnejbgzastej poza wyej wymienionymi miejscami
dodatkowo z cgci srodkowej gtowy kéci udowej.Srednie wartéci WMKT w warstwie
podchrzstej kaci w siedmiu badanych grupach (0-VI)znigcych sé stopniem nasilenia
choroby zwyrodnieniowej i z uwzglnieniem obszaréw pobrania tkanki kostnej
przedstawiono w tabeli 6.

Tab. 6. Statystyki opisowe dla wsgkéka mineralizacji w warstwie podchyztnej z
uwzgkdnieniem podziatu na miejsce pobrania probek w guegodinych grupach
(0-VI1) zaawansowania ChZS.

Miejsce pobrania probki  $rednia SD
Obszar najbardziej obcigzony 1,488 0,055 1,559 1412 3,67
0 Obszar mniej obcigzony 1,501 0,049 1,543 1,417 3,29
Obszar najbardziej obciazony 1,475 0,009 1,486 1,463 0,62
- Obszar mniej obcigzony 1,487 0,013 1,497 1,464 0,90
Obszar najbardziej obcigzony 1,405 0,035 1,439 1,354 2,47
- Obszar mniej obcigzony 1,426 0,021 1,422 1,392 1,45
Obszar najbardziej obcigzony 1,356 0,033 1,392 1,308 2,45
“ GObszar mniejlobeiazony 1,368 0,041 1,402 1,301 3,01
Obszar najbardziej obcigzony 1,271 0,029 1318 1,251 2,30
Obszar mniej obciazony 1,287 0,053 1,345 1,227 4,13
Obszar najbardziej obcigzony 1,249 0,052 1,302 1175 4,16
Gbszar mniejlobeiazony 1,270 0,051 1,323 1,187 4,00
Obszar najbardziej obcigzony 1,213 0,041 1,281 1179 3,37
Obszar mniej obciazony 1,223 0,034 1,279 1,199 2,75

Wartasci srednie wskanika mineralizacji pokazuaj iz w miejscu maksymalnego
obcihzenia w warstwie podch¢gtnej u osob ze zwyrodnieniem stawu biodrowego
nastpuje zmniejszenie jego wakm wraz ze wzrostem nasilenia zmian zwyrodnienidwyc

(grupy 0-VI). We wszystkich siedmiu grupach stweodo przecgitnie nieco wysze
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wartasci WMTK w miejscach mniej obgronych tej samej warstwy, przy czym kierunek
zmian wraz ze wzrostem zaawansowania zwyrodniegsa taki sam jak w przypadku

miejsc maksymalnie obgionych (Ryc. 10).

WMTK WARSTWA PODCHRZESTNA
1,6 -
—@—najbardziej obcigzone

1,5 —@—mniej obcigzone
1,4 -
1,3 -
1,2

0 [ I Il \Y v VI

STOPIEN ZWYRODNIENIA

Ryc. 10 Zmianysrednich wartéci wskanika mineralizacji (WMTK) w grupach o
réznym stopniu zaawansowaniu ChZS biodrowych w migjscaajbardziej i
mniej obcgzonych warstwy podchestne;.

Wartasci analizowanego wskaika wahaty si w granicach od min. 1,175 w grupie
V (zaawansowane zmiany ChZS biodrowych) do maxQys9grupie 0 (brak oznak ChZS
biodrowych). Wartéci odchylenia standardowego (SD) dla obydwu obszgpdébrania
tkanki kostnej i we wszystkich siedmiu grupaehbardzo mate, céwiadczy zar6wno o
duzej jednorodnéci badanych préb jak i wysokiej doktadiwo pomiaréw. Ponadto zwraca
uwag fakt, iz miara zrégnicowania rozktadu analizowanego parametru, w posta
wspotczynnika zmiennigi (V%), dla wszystkich grup wahagsw granicach 0,62% —
4,16%. Wykres na rycinié pokazuje,ze minimalne i maksymalne wastm wskanika

odbiegag od jego wartéci sredniej w granicach bdu pomiarowego. Analiza wasci
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srednich wskanika mineralizacji w warstwie podcliztnej wykazataze wswietle testu t-
Studenta warti te dla miejsc najbardziej olagonych nie rénig si¢ istotnie od wartéci

dla miejsc mniej obgzonych tej samej warstwy, z wagkiem grupy IV i | (Tab. 7).

Tab. 7 Poziom istotrai réznic migdzygrupowych (0-VI) i mgdzy r&nymi miejscami
pobrania probki (MPP): 1 — obszar najbardziej gmny, 2 — obszar mniej
obcigzony, dla wskanika mineralizacji (WMTK) w warstwie podchygtnej,
wg oceny testem t-Studenta i testem Tukeya-Kramera.

WSKAZNIK MINERALIZACJI. WARSTWA PODCHRZESTNA

<0,05 <0,05
<0,01 <0,001

ns ns i <0,001
ns ns 3 <0,001

ns <0,01 |<0,001
<0,05 <0,001 ns

<0,001 <0,001 | <0,001
<0,001 <0,001 | <0,001

<0,001 <0,001 | <0,001
<0,001 <0,001 | <0,001

<0,001 <0,001 | <0,001

<0,001 <0,001 | <0,001

<0,001 <0,001 | <0,001

N P NRPR NRPRNRNRNRNLEPRL

<0,001 <0,001 | <0,001
1
test t-Studenta

W swietle analizy wariancji i testu Tukeya-Krameraa aielokrotnych porownawartcci
srednich, ranice WMTK miedzy grupami o régnym stopniu zaawansowania ChZS, prawie
we wszystkich przypadkacha statystycznie wysoce istotne na poziomie p<0,0@tinak
réznice medzy grug 0 (bez oznak ChZS) i grad (minimalne zmiany zwyrodnieniowe)
oraz medzy grup Il (zmiany tagodne) i IV (zmiany umiarkowane)takze miedzy grup

V (zmiany zaawansowane) i VI (zmiany bardzo zaawaasie) nie osgnety

wymaganego poziomu istotém p<0,05 (Tab. 7).

64



Z kolei w tkance gpbczastegrednie wartéci wskanika mineralizacji nie wykazsj
statystycznie istotnego zndicowania, ani w zalaosci od miejsca pobrania probki, ani od
stopnia zaawansowania ChZS biodrowych, co potwigrdayniki przeprowadzonej
analizy wariancji i ocena istotga roznic testem Tukeya-Kramera oraz testami Friedman’a

i Dunn’a. Statystyki opisowe dla tkankiliczastej przedstawiono w Tab. 8

Tab. 8 Statystyki opisowe dla wskaka mineralizacji w kéci gabczastej z
uwzglednieniem podzialu na miejsce pobrania probek w qmegolnych
grupach zaawansowania ChZS.

Miejsce pobrania probki  srednia SD
Obszar najbardziej obcigzony 1,421 0,232 1,721 1,187 16,30
0 Obszar mniej obcigzony 1,405 0,274 1,851 1,129 19,53
$rodek gtowy kosci udowej 1,460 0,150 1,672 1,297 10,25
Obszar najbardziej obcigzony 1,437 0,043 1,510 1,401 2,99
| Obszar mniej obcigzony 1,422 0,036 1,468 1,378 2,54
Srodek gtowy kosci udowej 1,465 0,037 1,511 1,409 2,52
Obszar najbardziej obcigzony 1,369 0,046 1,432 1,303 3,37
" Obszar mniej obcigzony 1,400 0,059 1,475 1,323 4,22
Srodek gtowy kosci udowej 1,348 0,058 1,412 1,270 4,32
Obszar najbardziej obcigzony 1,341 0,059 1,421 1,265 4,41
m Obszar mniej obcigzony 1,382 0,054 1,452 1,301 3,92
Srodek gtowy kosci udowej 1,367 0,056 1,436 1,298 4,21
Obszar najbardziej obcigzony 1,447 0,084 1,536 1,310 5,80
v Obszar mniej obcigzony 1,464 0,095 1,591 1,330 6,47
Srodek gtowy kosci udowej 1,442 0,086 1,541 1,314 5,98
Obszar najbardziej obcigzony 1,508 0,038 1,558 1,453 2,53
Vv Obszar mniej obcigzony 1,499 0,052 1,589 1,462 3,44
Srodek gtowy kosci udowej 1,524 0,030 1,562 1,487 1,95
Obszar najbardziej obcigzony 1,521 0,032 1,572 1,488 2,10
Vi Obszar mniej obcigzony 1,518 0,017 1,544 1,498 1,12
Srodek gtowy kosci udowej 1,533 0,025 1,563 1,498 1,66
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Na rycinie 11 przedstawiono wastd srednie wraz z odchyleniami
standardowymi WMTK w kéci gabczastej. We wszystkich badanych grupach miary
rozproszenia g mate, z wyjtkiem grupy O, w ktérej odchylenie standardowe jest
najwicksze, a w§c warta¢ analizowanego wskaika w tej grupie wykazuje najgkszy
rozrzut (Ryc. 11), na co wskagujowniez wyzsze wielkdci wspotczynnika zmienriai
siggajace powyej 19 %.

WMTK TKANKA GABCZASTA
1,6 -
—@—najbardziej obcigzone
—@— mniej obcigzone
srodek gtowy kosci udowe;j
1,5
1,4 -
1,3

0 | Il Il v Vv Vi

STOPIEN ZWYRODNIENIA

Ryc. 11  Zmianysrednich wartéci wskanika mineralizacji (WMTK) w grupach
réznego zaawansowania ChZS biodrowych w trzech mieffspabrania tkanki
z warstwy gbczastej gtowy kéci udowe).
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3. Wskaznik budowy przestrzennej kolagenu (WBPK).

Wartasci srednie wskanika WBPK, okrélajagcego proporcje kolagenu o strukturze
helikalnej do kolagenu o nieupadkowanej strukturze tzw. #bka statystycznego, ulegaj
stopniowemu zmniejszeniu wraz z narastaniem zmiagradnieniowych w siedmiu
badanych grupach (0-VI). Niewielkie waftdh miar rozproszenia okikane poprzez
odchylenie standardowe i wspétczynnik zmiefu@raz wartéci minimalne i maksymalne

wskazuj na jednorodné prob (grup) i wysok powtarzalné¢ pomiardw (Tab. 9).

Tab. 9 Statystyki opisowe dla wgkéka budowy przestrzennej kolagenu w warstwie
podchrzstnej z uwzgldnieniem podziatu na miejsce pobrania prébek w
poszczegodlnych grupach zaawansowania ChZS.

Miejsce pobrania probki  $rednia SD
Obszar najbardziej obcigzony 1,767 0,141 1,923 1,598 7,95
Obszar mniej obcigzony 1,787 0,107 1,944 1,644 6,01
Obszar najbardziej obcigzony 1,678 0,121 1,832 1,499 7,18
Obszar mniej obciazony 1,685 0,134 1,847 1,489 7,95
Obszar najbardziej obcigzony 1,616 0,156 1,832 1,405 9,65
Obszar mniej obcigzony 1,635 0,128 1,825 1,489 7,81
Obszar najbardziej obcigzony 1,402 0,085 1,512 1,302 6,04
Obszar mniej obcigzony 1,423 0,076 1,522 1,322 5,32
Obszar najbardziej obcigzony 1,221 0,108 1,353 1,064 8,85
Obszar mniej obciazony 1,349 0,088 1,429 1,202 6,50
Obszar najbardziej obcigzony 1,200 0,081 1,328 1,108 6,79
Obszar mniej obcigzony 1,235 0047 1,307 1,199 3,83
Obszar najbardziej obcigzony 1,124 0,073 1,223 1,020 6,45
Obszar mniej obciazony 1,203 0,066 1,294 1,129 5,45
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Spadek warteei srednich WPBK w warstwie podchygtnej wraz z narastaniem
zmian zwyrodnieniowych dotyczy obszaréw gtowydicudowej zarbwno najbardziej jak i

mniej obcgzanych (Ryc. 12).

WEPK TKANKA PODCHRZESTNA
1,8

1,7 A —@—najbardziej obcigzone

—@—mniej obcigzone

1,5 4

1,4 4

1,2

11

0 | Il Il 1\ \" Vi

POZIOM ZWYRODNIENIA

Ryc. 12  Porownanie zmian wasth WBPK w grupach zaawansowania ChZS
biodrowych w warstwie podchggtnej kaci z uwzgkdnieniem podziatu na
miejsce obgjzenia.

Wartasci  érednie  wskanika budowy przestrzennej kolagenu w warstwie
podchrzstnej k@ci z miejsc najbardziej obgionych we wszystkich badanych grupagh s
mniejsze ni te, otrzymane z warstw mniej obzanych, przy czym w grupach pacjentow o
wyzszym stopniu zaawansowania choroby zwyrodnieniovg&wdéw biodrowych,
obserwowane thice medzy wart@ciami analizowanego wskaika z miejsc o rgnym
obcigzeniu g wieksze nk u tych w pocgtkowych stadiach choroby (Ryc. 3). Jednak w
Swietle testu t-Studenta, mice wielkgci WBPK w warstwie podchestnej medzy

miejscami rgnie obciyzanymi, g nieistotne statystycznie, z vggkiem grup Il i 1V, o
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umiarkowanych isrednio zaawansowanych zmianach zwyrodnieniowych tawach
biodrowych (Tab. 10).

Tab. 10 Poziom istotdoi réznic migdzygrupowych (0-VI) midzy r&znymi miejscami
pobrania probki (MPP): 1 — obszar najbardziej amiy, 2 — obszar mniegj
obciazony, dla wskanika przestrzennej budowy kolagenu (WPBK), w warstw
podchrzstnej, wg oceny testem t-Studenta i testem Tukengariéra.

WSKAZNIK BUDOWY PRZESTRZENNEJ KOLAGENU. WARSTWA PODCHRZESTNA

| Il Vi

1

2

ns ns ns |<0,001 <0,001|<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001
ns ns ns | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001

ns ns ns ns | <0,01 <0,05 |<0,001 <0,001|<0,001 <0,001|<0,001 <0,001
ns ns ns' ns <0,01 <0,01 |<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001
ns ns ns ns ns' ns ns <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 |<0,001 <0,001
ns ns ns ns ns' ns <0,01 ns <0,001 <0,01 <0,001 |<0,001 <0,001
<0,001 <0,001| <0,01 <0,01 ns ns <0,051 ns ns ns ns <0,01 ns
<0,001 <0,001 | <0,05 <0,01 ns <0,01 <0,051 ns ns ns ns ns <0,01

<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 | <0,001 ns ns
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001 <0,001 ns ns
<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 |<0,001 <0,01 ns ns ns

<0,051 ns ns ns ns

ns ns <0,05 ns

1

ns ns ns

<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 ns ns ns ns ns

<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 | <0,01 ns ns <0,05 ns

<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 ns <0,01 ns ns ns
1
test t-Studenta

Wysoce istotne rnice na poziomie p<0,001 zaobserwowanedzy odlegtymi od
siebie grupami, w sensie stopnia zaawansowanianzmigyrodnieniowych, np. madzy
grum O (brak oznak ChZS) i grupami IlI-VI (umiarkowarebardzo zaawansowanych
zmian zwyrodnieniowych), lub grgpl (fagodne zmiany zwyrodnieniowe) i grupami V-
VI (srednio — bardzo zaawansowanych zmian zwyrodniersb)vy Natomiast nie
stwierdzono istotnych statystycznie znic miedzy grupami bezpoednio ze sop
sasiadugcymi (Tab. 10).
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Analiza poréwnawcza wartoi WBPK w prébkach pobranych z adych miejsc
obcigzenia kdci gabczastej nie wykazata wkszego zrénicowania (Tab. 11), jakkolwiek
w odniesieniu do obszaru najbardziej @banego mena zaobserwowatendenag do
zmniejszenia gijego wartéci wraz z narastagym stopniem zwyrodnienia.

Tab. 11 Statystyki opisowe dla wgkéka budowy przestrzennej kolagenu (WBPK) w
kosci ggbczastej z uwzgtinieniem podzialu na miejsce pobrania probek w
poszczegollnych grupach zaawansowania ChZS.

Miejsce pobrania probki  $rednia SD
Obszar najbardziej obcigzony 2,035 0,136 2,218 1,881 6,67
0 Obszar mniej obcigzony 1,944 0,087 2,055 1,823 4,48
Srodek gtowy kosci udowej 1,835 0,252 2,167 1,546 13,74
Obszar najbardziej obcigzony 1,833 0,094 1,960 1,696 5,14
| Obszar mniej obcigzony 1,926 0,085 2,011 1,798 4,43
Srodek gtowy kosci udowej 1,893 0,128 2,028 1,701 6,78
Obszar najbardziej obcigzony 1,869 0,137 2,050 1,729 7,35
1] Obszar mniej obcigzony 1,962 0,032 1,997 1,921 1,63
Srodek gtowy koéci udowej 1,835 0,114 1,955 1,713 6,19
Obszar najbardziej obcigzony 1,990 0,089 2,123 1,886 4,47
1} Obszar mniej obcigzony 1,864 0,088 1,987 1,743 4,72
Srodek gtowy kosci udowej 1,946 0,047 2,003 1,890 2,40
Obszar najbardziej obcigzony 1,847 0,060 1,941 1,779 3,22
\Y) Obszar mniej obcigzony 1,875 0,033 1,921 1,827 1,79
Srodek gtowy kosci udowej 1,827 0,031 1,869 1,783 1,67
Obszar najbardziej obcigzony 1,914 0,058 1,975 1,853 3,01
Vv Obszar mniej obcigzony 1,924 0,056 1,995 1,864 2,93
Srodek gtowy koéci udowej 1,806 0,062 1,879 1,713 3,45
Obszar najbardziej obcigzony 1,767 0,046 1,812 1,698 2,63
VI Obszar mniej obcigzony 1,816 0,117 1,899 1,618 6,46
Srodek gtowy koéci udowej 1,802 0,077 1,895 1,699 4,29

Ponadto stwierdzonaze w mniej obcizonych miejscach gtowy Koi udowej,
wartaici tego wskanika s przewanie przecitnie wyzsze nk w prébkach pobranych z
miejsc najbardziej obgionych (Ryc. 13).
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WEPK TKANKA GABCZASTA

2,1 -
—@—najbardziej obcigzone
—@— mniej obcigzone
2,0 - srodek gtowy kosci udowej
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1,7

0 Il 1l v \ \

POZIOM ZWYRODNIENIA

Ryc. 13. Poréwnanie zmian waitd WBPK w grupach zaawansowania ChZS
biodrowych w kdci gabczastej z uwzgtnieniem podziatu na miejsce
obcigzenia.

Jednak wswietle przeprowadzonych analiz statystycznych ztasmsvaniem testu t-
Studenta dla poréwnania dwochednich i testu Tukeya-Kramera dla wielokrotnych
poréwna wartcsci srednich, ani zaobserwowaneznice migdzygrupowe, ani rfice
wartdsci srednich wskanika WBPK dla probek pobranych z obszaréw éngdn stopniu
obcigzenia, nie osigalty wymaganego poziomu istotod statystycznej p<0,05.

Dokonano rownig poréwnania warti srednich wskanika budowy przestrzennej
kolagenu mgdzy tkank podchrzstrg i tkanky gabczasi z prébek pobranych w miejscach
najwickszego obeizenia i mniejszego obgienia glowy kdci udowej. Stwierdzonaze w
miejscach najbardziej okgionych, bez wzgdu na stopi# zaawansowania ChZS
biodrowych, w tkance kostnejglgczastej wartaci wskanika zawsze $ wyzsze ni w
tkance podchestej (Ryc. 14). Podobne mdice, midzy tkank gabczasi i warstwy
podchrzstrg kosci, stwierdzono dla obszaru mniej of@inego, we wszystkich siedmiu

grupach (Ryc. 15)
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WBPK Obszar najbardziej obcigzony

2,4 -
=~ tkanka podchrzestna

2,2 —@— tkanka ggbczasta

1,8 -

1,4 -

1,0

Ryc. 14  Poréwnaniegrednich wartéci wskanika budowy przestrzennej kolagenu
(WPBK) dla obszaru najbardziej obzonego w tkance podchygtne) i
gabczastej w poszczegolnych grupach zaawansowani& Gladrowych.

WBPK Obszar mniej obcigzony

2,4

== tkanka podchrzestna
2,2 - —@— tkanka gabczasta

2,0

1,6 -

1,4

1,2

1,0

GRUPA

Ryc. 15  Poréwnaniegrednich wartéci wskanika budowy przestrzennej kolagenu
(WPBK) dla obszaru mniej olgionego w tkance podchyztnej i gibczastej w
poszczegolnych grupach zaawansowania ChZS biodiowyc
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4. Wskaznik hydroksyapatytu do weglanoapatytu (WH/W)

Analiza wskanika WH/W, okrdlajacego proporcje hydroksyapatytu do
weglanoapatytu w warstwie podclstnej wykazata,ze jego wartéci srednie ulegay
stopniowemu zmniejszeniu wraz z pgmtjacym zwyrodnieniem (grupa | do VI). Wasm
srednie i miary rozproszenia wedtug miejsca pobrangmbek i stopnia zaawansowania
ChZS biodrowych przedstawiono w tabeli 12. Matelwasci miar rozproszenia wskazuj

na niewielki rozrzut wartei analizowanego wskaika wokotsredniej.

Tab. 12  Statystyki opisowe dla wgkika hydroksyapatytu do eglanoapatytu WH/W
w warstwie podchrstne) z uwzgidnieniem podzialu na miejsce pobrania
probek w poszczegdélnych grupach zaawansowania ChZS.

Miejsce pobrania probki  $rednia SD
Obszar najbardziej obcigzony 1,521 0,027 1,552 1,483 1,78
0 Obszar mniej obcigzony 1,529 0,022 1,561 1,509 1,43
Obszar najbardziej obcigzony 1,550 0,010 1,564 1,538 0,65
Obszar mniejlobeiazony 1,585 0,021 1,612 1,561 1,29
Obszar najbardziej obcigzony 1,377 0,060 1,456 1312 4,32
Obszar mniej obcigzony 1,436 0,029 1,468 1,395 2,01
Obszar najbardziej obcigzony 1,185 0,121 1,320 0,989 10,25
n Obszar mniej obciazony 1,200 0,082 1,291 1,070 6,84
Obszar najbardziej obcigzony 1,098 0,031 1,146 1,068 2,78
i e 1,137 0,020 1,161 1,111 1,76
Obszar najbardziej obcigzony 0,962 0,035 0,999 0,925 3,59
L Blhszery Fe e Ssy 1,046 0,055 1,112 0,987 521
Obszar najbardziej obcigzony 0,904 0,064 0,989 0,824 7,12
L Obszar mniejlobeigzony 1,011 0,079 1,123 0,902 7,81

Wartasci wskaznika wahaty si w badanym materiale z warstwy podcistnej w
granicach od min. 0,82 w grupie VI (najsszy stopié@ zaawansowania ChZS) do max
1,61 w grupie | (poctkowe stadium choroby). Wadd odchylenia standardowego (SD)
dla obydwu obszaréw pobrania tkanki kostnej i weystkich siedmiu grupachy snate, co

73



swiadczy zaréwno o diej jednorodnéci badanych préb jak doktadndci pomiarow.
Wspotczynnik zmienngei (V%) oshga maksymalnie wargé 10,25, caswiadczy o daym
skupieniu wartéci WH/W wokot sredniej. Ponadto stwierdzonae wartdgci srednie
WH/W w warstwie podchkstnej zmniejszaj sie wraz z posfpem ChZS, zaréwno w

najbardziej jak i mniej obgkonych miejscach gtowy Koi udowej (Ryc. 16).

WH/W TKANKA PODCHRZESTNA

1,6 4

1,5 - —@—najbardziej obcigzone

—@— mniej obcigzone

1,3 4

1,2 4

1,1 4

1,0

0,8

0 | Il Il v \'% Vi

POZIOM ZWYRODNIENIA

Ryc. 16  Pordwnanie zmian wastdo WH/W w grupach zaawansowania ChZS
biodrowych w warstwie podchggtnej kaci z uwzgkdnieniem podziatu na
miejsce obgjzenia.

Podobnie jak w przypadku analizowanych peaejy wska&nikow, réwnie w
odniesieniu do wskaika proporcji hydroksyapatytu dogglanoapatytu, oceny istotfm
zaobserwowanych #ic migdzygrupowych potwierdzitaze grupy odlegte na osi stopnia

zaawansowania ChZS biodrowychem@ sie wysoce istotnie (p<0,001) natomiastmice
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miedzy grupami blisko lub bezprednio gsiadupcymi zwykle nie osigajp zatazonego
poziomu istotnéci p<0,05 (Tab. 13).

Tab. 13  Poziom istotsoi réznic miedzygrupowych (0-VI) i mgdzy r&nymi miejscami
pobrania probki (MPP): 1 — obszar najbardziej gy, 2 — obszar mniegj
obcigzony, dla wskanika hydroksyapatytu do weglanoapatytu (WH/W), w
warstwie podchrgstnej, wg oceny testem t-Studenta i testem Tukeari€ra.

WSKAZNIK HYDROKSYAPATYT/WEGLANOAPATYT. WARSTWA PODCHRZESTNA

GR UPA
R (0] Il

U
P 1 2 1 2 1 2
A

1

1 2 1 2 1 2 1 2

ns ns ns ns <0,001 <0,01 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001
ns <0,05 ns | <0,001 <0,001|<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

ns ns ns ns | <0,01 <0,01 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001

ns ns ns1 ns ns <0,001 <0,01 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 |<0,001 <0,001

ns <0,05 ns ns ns ns <0,001 <0,01 |<0,001 <0,001|<0,001 <0,001

ns ns ns ns ns1 ns ns <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001

<0,001 <0,001| <0,01 <0,001 ns ns ns ns <0,01 ns |<0,001 <0,001

<0,01 <0,01 | <0,01 <0,001 ns ns n51 ns <0,01 <0,05 |<0,001 <0,001

ns ns ns ns ns

<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 ns

<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 <0,01 <0,001 ns <0,05 ns ns ns ns

<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 <0,001| <0,01 <0,01 | ns ns'

<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | ns <0,05 ns ns

N R N RFRP N R NRPNRPRPNRNR

<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 |<0,001 <0,001 ns ns

<0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 ns ns
1
test t-Studenta

Z kolei w kaci ggbczastej nie stwierdzono zmicowania srednich wartéci
analizowanego wskaika, ani w zalenosci od stopnia zaawansowania ChZS, ani od
miejsca pobrania tkanki (Tab. 14). Zaobserwowanenic@ sugery pewien spadek
wartcsci wskaznika WH/W we wsgpnych fazach ChZS biodrowych w stosunku do
pacjentéw nie wykazggych zmian zwyrodnieniowych, a neggshie wzrost wartéci w
grupach o zaawansowanych zmianach zwyrodnieniowyednak ocena statystyczna
mi¢dzygrupowych rénic W/HW nie potwierdzita ich statystycznej istofop rowniez w
odniesieniu do porowmamiedzy probkami z trzech #fiych miejsc obeizania gtowy kdci
udowej. Tabele przedstawdap poziomy istotnych tdic nie zostaty zamieszczone ze

wzgledu na brak istotnych #dic.
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Tab. 14  Statystyki opisowe dla wgkéa hydroksyapatytu doeglanoapatytu (WH/W)
w kosci gabczastej z uwzgtnieniem podziatu na miejsce pobrania probek w
poszczegolnych grupach zaawansowania ChZS.

Miejsce pobrania probki  Srednia SD
Obszar najbardziej obciazony 1,450 0,302 1,807 1,023 20,82
0 Obszar mniej obcigzony 1,447 0,140 1,610 1,298 9,67
Srodek gtowy kosci udowej 1,452 0,263 1,766 1,155 18,09
Obszar najbardziej obcigzony 1,411 0,032 1,458 1,376 2,26
| Obszar mniej obciazony 1,433 0,025 1,459 1,399 1,76
$rodek gtowy kosci udowej 1,422 0,016 1,439 1,401 1,13
Obszar najbardziej obcigzony 1,295 0,154 1,465 1,120 11,92
i Obszar mniej obcigzony 1,360 0,062 1,443 1,297 4,56
$rodek gtowy kosci udowej 1,250 0,076 1,351 1,150 6,12
Obszar najbardziej obciazony 1,290 0,127 1,466 1,154 9,83
m Obszar mniej obciazony 1,270 0,100 1,398 1,145 7,86
$rodek gtowy kosci udowej 1,325 0,095 1,442 1,198 7,20
Obszar najbardziej obcigzony 1,281 0,062 1,386 1,229 4,80
v Obszar mniej obcigzony 1,302 0,067 1,387 1,202 5,16
Srodek gtowy kosci udowej 1,270 0,048 1,328 1,210 3,77
Obszar najbardziej obciazony 1,320 0,026 1,350 1,289 1,99
Vv Obszar mniej obcigzony 1,321 0,054 1,389 1,254 4,11
Srodek gtowy kosci udowej 1,322 0,062 1,392 1,245 4,69
Obszar najbardziej obcigzony 1,307 0,030 1,342 1,273 2,29
Vi Obszar mniej obciazony 1,298 0,025 1,332 1,269 1,89
Srodek gtowy kosci udowej 1,297 0,019 1,324 1,274 1,45

Na rycinie 17 przedstawiono wastd srednie wraz z odchyleniami standardowymi WH//W
w kosci gagbczastej. We wszystkich badanych grupach miary rosgenia $ mate, z
wyjatkiem grupy 0, w ktérej odchylenie standardowe jeajwicksze, a wjc warta¢
analizowanego wskaika w tej grupie ma najwkszy rozrzut, na co wskazuyowniez

wyzsze wielkdci wspoétczynnika zmienrsai siegajace powyej 20 %.
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2,1 +
—@— najbardziej obcigzone
—@— mniej obcigzone
2,0 1 srodek gtowy kosci udowej
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STOPIEN ZWYRODNIENIA

Ryc. 17. Poréwnanie zmian waitdo WH/W wg stopnia zaawansowania ChZS
biodrowych w tkance gbczastej z miejsc o #dym stopniu obeizenia gtowy
kosci udowej.

Obliczenia statystyczne przeprowadzone z uwdigeniem podzialu badanego
materiatu, wedtug klasyfikacji wkasnej, dla siedngiwp r&nigcych sé stopniem nasilenia
zmian zwyrodnieniowych wykazatye grupy te rénig sie miedzy sola, przy czym rénice
migdzy nimi rosty wraz =z narastgym stopniem zaawansowania zmian
zwyrodnieniowych. Analizy poziomu istotem tych r&nic, nie we wszystkich
przypadkach pozwolity na ich statystyczne potwierde i wykazatyze wartgci srednie
badanych trzech, ramanowskich waki&déw, wyliczone dla grupy 0 (bez oznak ChZS) i
grupy | (minimalne zmiany zwyrodnieniowe) byty rétnie. Podobniérednie wartéci
wszystkich trzech wskaikow wyliczone dla grupy V (zaawansowane zmiany

zwyrodnieniowe) i grupy VI (bardzo zaawansowanearmizwyrodnieniowe).
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W zwiazku z powyszym wykonano dodatkowe obliczenia zmiesgapierwotnie
siedmiostopniow klasyfikacg wilasmy na peciostopniovs, ktéra powstata po pgtzeniu
grupy O z grup | oraz grupy V z grup VI. W celu odrénienia nowej wersiji
picciostopniowej klasyfikacji wtasnej, nowopowstataeigy oznaczono symbolem ,prim”.
Grupa 0’, do ktérej zaliczono osoby beadnych oznak ChZS biodrowych i osoby z
minimalnymi zmianami, powstata z pokenia wczéniejszych grup 0 i I. Z kolei grupa
IV’, w ktérej znaléeli si¢ pacjenci z zaawansowanymi i bardzo zaawansowangm@nami
powstata z pajczenia V i VI grupy. Natomiast nowym grupom I, iI'lll"” odpowiadaty
kolejno grupy Il, 11 i IV z pierwotnej siedmiostojowej klasyfikacji.

Wyniki obliczer, przeprowadzonych dla wskaka mineralizacji w tkance
podchrzstnej, wedtug nowej pciostopniowej skali nasilenia ChZS wykazalye w
najbardziej obegizanych obszarach gtowy &d udowej jego wart&i 3 przecetnie
mniejsze nit w obszarach mniej ohbgianych. Potwierdzita si réwniez, wczeniej
zaobserwowana tendencja, do zmniejszania gartaci srednich WMTK wraz z

narastacym stopniem zmian zwyrodnieniowych w stawach medrch (Tab. 15).

Tab. 15  Statystyki opisowe dla wskika mineralizacji (WMTK) w warstwie
podchrzstnej z uwzgldnieniem podziatu na miejsce pobrania prébek w
poszczegoblnych grupach (0’-1V’) zaawansowania Chifd zmodyfikowanej
pigcciostopniowej klasyfikacji wiasne;j.

Miejsce pobrania probki Srednia SD max min  V [%]

Obszar najbardziej obcigzony 1,537 0,026 1,483 1,564 1,709
Obszar mniej obcigzony 10 1,553 0,033 1,509 1,612 2,118
5 1,377 0,060 1,312 1,456 4,321
5 1,436 0,029 1,395 1,468 2,005
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,185 0,121 0,989 1,320 10,248
Obszar mniej obcigzony 5 1,200 0,082 1,070 1,291 6,843

5

5

Obszar najbardziej obcigzony

Obszar mniej obcigzony

1,098 0,031 1,068 1,146 2,783
Obszar mniej obcigzony 1,137 0,020 1,111 1,161 1,764
Obszar najbardziej obcigzony 10 0,933 0,058 0,824 0,999 6,166
Obszar mniej obcigzony 10 1,029 0,067 0,902 1,123 6,473

Obszar najbardziej obcigzony
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Nowy podziat badanego materiatlu, wedtug skalecistopniowej, ujawnit
statystycznie istotne #@ice medzy nowoutworzog grup 0’ i grupa I’ oraz midzy grup
I i nowoutworzomg grup IV’ (Tab. 16). Ranice wartdci srednich WMTK medzy
grup II' = z umiarkowanymi i grup llI' — ze $rednio zaawansowanymi zmianami nie byty
statystycznie istotne.

Tab.16  Poziom istotdoi roznic miedzygrupowych (0’-1V’) i medzy r&@nymi
miejscami pobrania prébki (MPP): 1 — obszar najb@jdbbchzony, 2 — obszar
mniej obcazony, dla wskanika mineralizacji (WMTK), w warstwie
podchrzstnej, wg oceny testem t-Studenta i testem Tukengari€ra.

WSKAZNIK MINERALIZACJI. WARSTWA PODCHRZESTNA

1 2

p<0,001 ns |p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001|p<0,001 p<0,001
p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
p<0,001 p<0,001|p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

p<0,001 p<0,001
ns p<0,05 ns1

N B N BB

1 p<0,001 p<0,001|p<0,001 p<0,001 ns ns p<0,001 p<0,001
2 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 nst ns ns p<0,001 p<0,001
nuy 1 p<0,001 p<0,001|p<0,001 p<0,001 ns ns p<0,001 ns
(%) 2 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 ns ns p<0,011 p<0,001 p<0,05
1

\V4 p<0,001 p<0,001|p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001|p<0,001 p<0,001 p<0,011
(V+V1) 2 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 ns p<0,05

! test t-Studenta

Zgodnie z oczekiwaniami, w przypadku pozostatyctodwwskanikow WBPK i
WH/W zastosowanie zmodyfikowanej epiostopniowej klasyfikacji nie wphgio na
zmiarg poziomu istotnéci roznic migdzy wartgciami srednimi. RaGnice midzy
nowoutworzog grum 0’ (bez oznak ChZS) i bezgednio z ny s3siadupca grup I’
(tagodne zmiany) oraz wdzy nowoutworzog grupm IV’(zaawansowane zmiany) i jej
najblizszz grup 1lI' (s$redniozaawansowane zmiany) nadal pozostawaly $yaryse
nieistotne (Tab.17-20).
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Tab. 17

Statystyki opisowe dla wgkéka budowy przestrzennej kolagenu (WBPK) w
warstwie podchrgstnej, z uwzgjdnieniem podzialu na miejsce pobrania
probek w poszczegélnych grupach (0'-1V’) zaawanswaa ChZS, wg
zmodyfikowanej pgciostopniowej klasyfikacji wtasne;.

Miejsce pobrania probki srednia  SD max min  V [%]
Obszar najbardziej obcigzony 1,722 0,132 1,499 1,923 7,670
Obszar mniej obcigzony 10 1,736 0,126 1,489 1,944 7,280
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,616 0,156 1,405 1,832 9,649
Obszar mniej obcigzony 5 1,635 0,128 1,489 1,825 7,815
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,402 0,085 1,302 1,512 6,036
Obszar mniej obcigzony 5 1,423 0,076 1,322 1,522 5,316
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,221 0,108 1,064 1,353 8,846
Obszar mniej obcigzony 5 1,349 0,088 1,202 1,429 6,503
Obszar najbardziej obcigzony 10 1,162 0,083 1,020 1,328 7,128
Obszar mniej obcigzony 10 1,219 0,057 1,129 1,307 4,639

Tab. 18

Poziom istotdoi réznic miedzygrupowych (0-1V’) i medzy r&nymi

miejscami pobrania prébki (MPP): 1 — obszar najb@jcbcizony, 2 — obszar
mniej obcizony, dla wskanika przestrzennej budowy kolagenu (WPBK), w

warstwie podchrgstnej, wg oceny testem t-Studenta i testem Tukegari€ra.
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Tab. 19

Statystyki opisowe dla wgkéka hydroksyapatytu dogglanoapatytu (WH/W)
w warstwie podchrstnej, z uwzgidnieniem podzialu na miejsce pobrania
probek w poszczegllnych grupach (0-1V’) zaawanswwa ChZS wg
zmodyfikowanej pgciostopniowej klasyfikacji wtasne;.

Miejsce pobrania probki srednia  SD max min  V [%]
Obszar najbardziej obcigzony 1,482 0,038 1,412 1,559 2,541
Obszar mniej obcigzony 10 1,494 0,035 1,417 1,543 2,329
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,405 0,035 1,354 1,439 2,475
Obszar mniej obcigzony 5 1,426 0,021 1,392 1,442 1,447
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,356 0,033 1,308 1,392 2,448
Obszar mniej obcigzony 5 1,368 0,041 1,301 1,402 3,011
Obszar najbardziej obcigzony 5 1,271 0,029 1,251 1,318 2,299
Obszar mniej obcigzony 5 1,287 0,053 1,227 1,345 4,133
Obszar najbardziej obcigzony 10 1,231 0,048 1,175 1,302 3,902
Obszar mniej obcigzony 10 1,247 0,047 1,187 1,323 3,807

Tab. 20

Poziom istotdoi réznic miedzygrupowych (0-1V’) i medzy r&nymi

miejscami pobrania prébki (MPP): 1 — obszar najb@jcbcizony, 2 — obszar
mniej obcizony, dla wskanika budowy przestrzennej kolagenu (WH/W), w

warstwie podchrgstnej, wg oceny testem t-Studenta i testem Tukegari€ra.
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Wszystkie trzy ramanowskie wskaki, badane w tkanceafjczastej, podobnie jak
w pierwotnej siedmiostopniowej klasyfikacji, nie kazywaty istotnego statystycznie
zréznicowania ani w zalaosci od zaawansowania ChZS, ani od miejsca pobradiakp
Jedynie w przypadku wskaika hydroksyapatytu do eglanoapatytu ujawnity gipewne
réznice medzy grum I' i IV’ oraz miedzy II' i IV’ to znaczy miedzy zaawansowanym, a
tagodnym i m¢dzy zaawansowanym, a umiarkowanym stopniem zwyesiionvych zmian
w stawach biodrowych (Tab. 21).

Tab.21  Poziom istotdoi roznic miedzygrupowych (0’-1V’) i medzy r&@nymi
miejscami pobrania prébki (MPP): 1 — obszar najb@jcbcizony, 2 — obszar
mniej obcyzony, 3 — okolicasrodka gtowy kdéci udowej, dla wskanika
hydroksyapatyt do wglanoapatyt (WH/W), w tkanceabczastej, wg oceny
testem t-Studenta i testem Tukeya-Kramera.

WSKAZNIK HYDROKSYAPATYT/WEGLANOAPATYT. TKANKA GABCZASTA
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<0,01 <0,05 A )
III' -
(Iv)
v’
(V+V1)

82



VI. OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

Badania wiéciwosci ludzkiej tkanki kostnej na poziomie subkomorkawy
metody mikrospektroskopii Ramana jest istotnym novum emawanej pracy i wedtug
informacji z portalu Nauka Polska zostaly w krajizgprowadzone po raz pierwszy.
Wprawdzie wczéniej metoda ta zostata wykorzystana do badaniacimryiologicznych
struktur: mioglobiny i hemoglobiny [Mak 2004jednak jak daid nie odnaleziono w
Polskiej Bibliografii Lekarskiej prac na temat wykgstania spektroskopii ramanowskiej
do badania zdrowych i zmienionych chorobowo strukastnych.

Gtébwnymi  osggnigciami  niniejszego  opracowania g:s (1) wiarygodne
potwierdzenie mdiwosci zastosowania techniki spektroskopii Ramana denpdkanki
kostnej na poziomie subkomorkowym i (2) potwiengzostatystycznie zedicowanie
wartdsci trzech analizowanych cech (wskéka mineralizacji, wskanika budowy
przestrzennej kolagenu i wskaka hydroksyapatytu do ¢glanoapatytu) w zaimosci od
stopnia zaawansowania choroby zwyrodnieniowej stabiédrowych, (3) stwierdzeniee
zmiany skiadu i struktury chemicznej macierzy zetnmkomorkowej w zalenosci od
nasilenia zmian zwyrodnieniowych ujawniagic w warstwie podchkstnej gtowy kdci
udowej.

Ponadto wydaje gj iz dotychczas stosowane klasyfikacje stopnia zaaweansia
choroby zwyrodnieniowej stawOw biodrowych nie wyqugs jej znamion, zwlaszcza w
perspektywie midiwosci zastosowania wysoce precyzyjnych technik araitych.
Dlatego otwart kwesth pozostaje stworzenie takiej klasyfikacji, ktorazwierciedli
wspotzalenosci miedzy obrazem radiologicznym, objawami klinicznymiwynikami

bada metod, spektroskopii Ramana.

1. Wiasna klasyfikacja radiologiczna ChZS biodrowych

W badaniach klinicznych i epidemiologicznych ChZ®doowych diagnostyka
radiologiczna sty do oceny zarébwno stopnia zaawansowania chorolyyadmieniowej
jak rowniez do monitorowania progresji choroby. Tradycyjnieea nasilenia zmian

zwyrodnieniowych wykonywana jest z wykorzystaniemcmstopniowej klasyfikacji wg
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Kellgren’a i Lawrence’a [1957]lub czterostopniowej wg Croft'a i Lane’a [Croftwsp.
1990, lane i wsp. 1993]. Podstawpierwszej jest opis zmian zwyrodnieniowo-
wytworczych, natomiast w przypadku drugiej cgaldznicujaca poszczegodlne stopnie
zaawansowania ChZS biodrowych jest szetblezpary stawowe.

Dla realizacji celu niniejszego opracowania, skarst/ano bardziej szczegbtew
bo siedmiostopniow klasyfikacg witasmy, ktdéra powstata z petzenia dwédch wiej
opisanych. Potrzeba stworzenia nowej klasyfikacjinikata z trzech przyczyn: (1)
zastosowanie wytznie klasyfikacji wg Kellgren’a i Lawrence’a utmidto jednoznaczn
ocere zmian obserwowanych na radiogramach, a brak w zabraadiologicznym
osteofitow przy wzrécie ciezkosci ChZS biodrowych, unienitiwiat klasyfikacje
zwyrodnienia na wiszy stopi@ zaawansowania choroby, (2)yeie klasyfikacji wg
Crofta i Lane’a zawzalo maliwosci oceny stopnia nasilenia zwyrodnienia stawow
biodrowych do trzech grup, co powodowatbdana grupa byta bardzo niejednorodna pod
wzgledem korelacji obrazu radiologicznego z objawamnikiznymi, (3) zastosowanie
spektrometrii Ramana — metody o wysokiej precydery jakdci kosci, sugerowato
konieczné¢ zastosowania doktadniejszej klasyfikacji stopraawansowania ChZS, ktora
pozwolitaby na wyrénienie mniejszych jednorodnych grup i dokonanie liapa
wspotzalenosci z ramanowskimi wskaikami.

Propozycja klasyfikacji obrazéw radiologicznych jemtéw leczonych
operacyjnie z powodu choroby zwyrodnieniowej stawdmodrowych na siedem
grup/stopni zaawansowania, pozwolita lepiej przgpdkowa pacjentdw z rgnym
nasileniem ChZS w oparciu o potwierdzone wslidd opracowanych statystycznie
wynikow dotycacych interpretacji jakéi tkanki kostnej. W dalszej egci bada stopnig
zaawansowania choroby zwyrodnieniowej oceniany jgstkali siedmiostopniowej (grupa
0-VI). Analiza wynikéw bada ,jakosci kosci”, wyrazonej wskanikami okrelajacymi
zawartd¢ i jakos¢ sktadnika mineralnego oraz sktadnika organicznegtake struktug
konformacyjra kolagenu, w zaproponowanej skali siedmiostopnipwgikazata istnienie
réznic miedzygrupowych dla wartei srednich wszystkich trzech wskakoéw w warstwie
podchrzstnej i brak zrénicowania w kéci gabczastej. Jednak dwietle zastosowanych
testow statystycznych nie wszystkiezmice osagnety wymaganych poziom istotdoi

statystycznej. Dotyczyto to zwlaszcza wiedkbroznic miedzy bezpérednio gsiadugcymi
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ze soly grupami. Najwgcej statystycznie istotnych adic, miedzy kolejnymi grupami o
rosrgcym stopniu zaawansowania zmian zwyrodnieniowyahgjestrowano dla wskaika
mineralizacji. W przypadku pozostatych dwoch wslikéw WBPK i WH/W statystycznie
istotnie r&nity sie migdzy sola grupy odlegte pod wzgtlem stopnia zaawansowania
ChZS. Ze wzgjdu na toze dwie pierwsze O i | oraz dwie ostatnie V i VI gyunie r@nity

si¢ statystycznie istotnie wzadnym z analizowanych wska@kow, zaproponowana
siedmiostopniowa skala okazata gibyt szczegodtowa i zostata zredukowana dgipi
stopni. Uznanoze najprawdopodobniej zmiany w obrazie radiologicany pacjentéw z
grupy | byly jednak zaledwie na granicy normy iqlagii. Dokonano, wijc pohczenia
grupy 0 (bez zmian zwyrodnieniowych w obrazie rémficcznym) z grup |, traktowan
pierwotnie jako minimalnie patologicgnPodobnie pogpiono w przypadku dwoch grup z
przeciwnego kréca continuum zaawansowania ChZS (grupy V i \gzic je w jedn
grupe traktowan dalej jako najwyszy stopié@ zaawansowania zmian zwyrodnieniowo-
wytwoérczych w stawie biodrowym. Dgi zastosowanej procedurze pgctenia, nie
roznigcych s¢ statystycznie istotnie grup, uzyskano wprawdziecaoija@niejszy obraz
zmian wartdci srednich analizowanych wskaikow w zalenosci od nasilenie zmian
zwyrodnieniowych, (najwyraiej w przypadku wskanika mineralizacji), jednak nie do
konca zadowalacy, bowiem nadal ¢&¢ réznic pozostata nieistotna statystycznie. Wydaje
sie, ze siedmiostopniowa skala patnia ChZS biodrowych nie spetnia warunku
wspotzmiennéci ze wskanikami uzyskanymi metedspektroskopii Ramana ze wzdlu
na zbytnie jej rozbudowanie, ale nie ina rownie wykluczy kwestii matej liczebngi
badanej proby.

Ostatecznie uznanoz iw $wietle uzyskanych wynikéw, zastosowana do oceny
stopnia zaawansowania ChZS biodrowych, wiasna sosdapniowa, a nagbnie
pigciostopniowa klasyfikacja radiologiczna, obie utamme na podstawie dwoch weéneej
stosowanych skal: wg Kellgren’a i Lawrence’a [19%8hz wg Croft'a i Lane’a [Croft i
wsp. 1990 Lane i wsp. 1993], powinnychgszcze dodatkowo zmodyfikowane i rastie
zweryfikowane na wkszym materiale radiologicznymi w pokeniu z wynikami bada

metody spektroskopii ramanowskiej.
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2. Choroba zwyrodnieniowa stawow w mikroskopii elektranowej

Do oceny w mikroskopie elektronowym warstwy podehinej i kgci ggbczastej
otrzymanej z gtowy k&i udowej uyto probek pobranych od pacjentéw
przyporadkowanych, wg wiasne] siedmiostopniowe] klasyfikacjasilenia choroby
zwyrodnieniowej stawow biodrowych, do skrajnych mgru0 - bez zmian
zwyrodnieniowych w obrazie radiologicznym i VI —rbdao zaawansowane zmiany
wytworcze ze szparstawowg ponizej 1,5mm.

Analiza poroéwnawcza obrazéw uzyskanych z mikroskoplektronowego
skaningowego i transmisyjnego ¢dzy prObkami ocenianymi z najbardziej i mniej
obcigzanych obszaréw gtowy Koi udowej nie wykazataadnych wyranych r&nic, ani w
warstwie podchrgstnej, ani w tkance kostnejalagczaste). Natomiast zaobserwowano
roznice w strukturze chestno-kostnej neidzy prébkami pobranymi z Koi zdrowych i z
zaawansowan ChZS, ktére uwidocznity sijako poszerzenie warstwy podctsinej,
wzmazona porowat& beleczek kostnych oraz zniszczenie i nadtamanabmbie tkanki
gabczastej oraz zmiany mikrostrukturalne o charaktechondromalacji i degeneracji
obszaréw podchestnych wraz ze zniszczeniem sieci beleczekcikagbczastej w
nastpstwie zaawansowanej artrozy.

Ogolnie struktura ki z ChZS jest bardziej porowata ze¢ksz liczbg widkienek,
co wskazuje na mniggisle zwigzarg struktug. Ta jak@ciowa ocena koreluje z wynikami
ilosciowych bada nad sktadem i sztywioig warstwy podchrgstnej kaci [Li i Aspden,
1997a], ktore wykazaty mniejgmestas¢ | zawartd¢ mineralry, obnizenie sztywnéci w
poréwnaniu do ke&ci zdrowych, a zmiany te nie byly ograniczone tyldo warstwy
podchrzstnej kaci, wykazano je tate w tkance gbczastej wewstrz glowy kaci udowej.

Warstwe podchrzstrg normalnej kéci, na obrazie w mikroskopii elektronowej,
cechuje zauwealna w BSE ciemna warstwa przy powierzchni ghtid. Ta warstwa
charakteryzuje gipofatdowan struktug powierzchni przetlomu w poréwnaniu zzdes
ponizej koscig, ktéra w BSE ukazuje sijako warstwa jasna. W obrazie SE, przy tym
samym powgkszeniu, wida wyrazniej szorstké¢ powierzchni przekroju, a przy gkszym
zblizeniu, zauwzalna jest take wiokienkowa natura warstwy Agcej powyej. Obrazy

pokazuy takze oddziatywanie poradzy jasm i ciemry warstwg, gdzie granica mdzy
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nimi wydaje s¢ bardzo ostra, a struktura pr&@a jest szerokii kilku mikrometréw.
Nieco odmiennie wyglda to przy przégiu z warstwy podchestnej kéci w warstwe
gabczasi, gdzie granica wydaje sie dyardziej rozmyta, a beleczki kostne wydaje
ptynnie przechodziw struktury charakterystyczne dla tkangbgzaste,;.

Jamki resorpcyjne obserwowane w beleczkach kostrodowiadaj obrazom
opisywanym uprzednio przez Jonesa i wsp. [19843[199 obrazach uzyskanych z prébek
od pacjentow z ChZS wygiowato ich znacznie wtej niz w grupie zdrowych. To me
sugerowad, albo weksz liczbe aktywnych osteoklastéw albge zagtbienia pozostawione
przez osteoklasty nie agswypetniane wystarczggo szybko bdz efektywnie. Bez
udokumentowania aktywidoli osteoblastycznej nie mwa stwierdzat czy jest to wynik
zwigkszonego obrotu kostnego (bone remodeling) czyekazonej resorpcji kostnej.
Jednake, zwkkszone odtwarzanie tkanki kostnej obserwowane w SChAogtoby
sugerowa przewag aktywnaci osteoblastow nad osteoklastami, co jednak nadal
wyjasnia dlaczego zagbienia (lakuny) po osteoklastach sbecne w tak diej liczbie w
ChZS w poréwnaniu do koi u pacjentow bez oznak ChZS biodrowych.

Warstwa zmineralizowana (uwapniona) cistki stanowi obszar przgiowy
migdzy poddajca sig naciskowi niezmineralizowan chrzstka, a sztywn koscig i
przypuszczalnie nie dopuszcza do nadmiernej koregnsity/obchzenia na powierzchai
oddziatywania. Brak tej warstwy w grupie VI wg kégacji wtasnej ChZS mze wynika
z faktu, # u tych pacjentow rozpoznano dapwe stadia choroby, charakterymg sé
niszczeniem chgstki i odtwarzaniem tkanki kostnej w kierunku sdmdkowym gtowy
kosci udowej, a w konsekwencji obu tych procesow doehalo zniszczenia warstwy
uwapnionej chrastki.

Podsumowujc, warstwa podchestna kdci u pacjentow z ChZS, oprocz
zwiekszenia ildci tkanki kostnej, czego oczekiwano, charakteryageréwniez wicksz
liczbg nadtama beleczek powierzchniowych w & podchrzstnej i w obebie kasci
gabczastej. Ponadto obserwujemy w tej grupieckazy liczbg zagkbien i jamek
resorpcyjnych. Wszystkie te obserwacpe zyodne z hipotez o istnieniu zaburze w
strukturze kéci u pacjentdbw z maksymalnym stopniem zwyrodniemiagbserwowane
zmiany nie dag si¢ fatwo wytlumaczy jako wtérny skutek utraty chagtki stawowej.

Znaczco wiecej tkanki kostnej znajduje esizarébwno w warstwie podchyztnej jak i w
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warstwie gbczastej kéci, gdzie beleczki kostne wydgasic grubsze i przechodzedna w
drug. Kolejne r@nice take g widoczne. Ké¢ wydaje s¢ by¢ bardziej porowatarednica
wiekszych otworow ogga wielka¢ rzedu ~10-20 um, co odpowiada typowej lakunie
pozostatej po osteocycie [Boyde i wsp. 1986, Jorigsye, 1993]. Dodatkowo obserwuje
si¢ zwiekszony liczbe jamek resorpcyjnych w wielu miejscach w znacznie wikszej
ilosci niz w kosciach pacjentow klasyfikowanych do grupy 0. Obsgewsk rowniez
wzmazong przebudow kosci, o czymswiadcz mikrobelczki kostne wypetnigge niektore
pory. Ostatecznie analizowane pod mikroskopem ie&tvym SEM i TEM preparaty
kostne z gtéw kéci udowych z ChZS biodrowych #0ig sie od preparatéw z tkanek bez
zmian zwyrodnieniowych: (1) znacgrdegradag ukiadu typowych warstw chagtki
szklistej, (2) zmianami w ukladzie widkien kolagsvych charakteryzagymi sk
rozszczepieniem kompaktowo utmych pczkéw, (3) pogrubieniem warstwy
podchrzstnej kaci, (4) obecnéciag licznych otworéw na powierzchni beleczek tej
warstwy oraz (5) zniszczeniem struktury przestnegrsieci beleczek w tkance kostnej
gabczastej.

Obserwowane zmiany w ka podchrzstnej i w obgbie kdci gabczaste] s
raczej trudne do wyttumaczenia bez zastosowani@znia dokiadniejszych baflana
poziomie mikrostrukturalnym, tzn. oldlenia zawartéci i jakosci sktadnika mineralnego
oraz sktadnika organicznego, a #akstruktury konformacyjnej kolagenu. Dlatego w
kolejnym zasadniczym etapie badaceniano ,jaké” badanych kéci przez zastosowanie
metody mikrospektroskopii Ramana do analizy warspeygchrzstnej i tkanki kostnej
gabczastej glowy ké&ci udowe;j.

3. Choroba zwyrodnieniowa stawow w badaniach ramanows&h

W badaniach wiasnych metpdpektroskopii Ramana wykazan@ w chorobie
zwyrodnieniowej stawow biodrowych w warstwie podeistnej gtowy kdci udowej
nastpuje spadek mineralizacji tkanki, spadek zawaitkolagenu o strukturze helikalnej
na rzecz kolagenu o nieupaedkowanej strukturze tzw. #bka statystycznego i zmiana

proporcji fosforandéw do gglanow w hydroksyapatycie.
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Zmiany w mineralizacji w miejscach sklerotyzacjatiki kostnej i w osteofitach
badane przez Ueno i wsp [2003], na podstawie pralzgkkanych z ki piszczelowej
dotknietej chorola zwyrodnieniows, wykazywaly pewne zidmicowanie. Badaniom
poddano prébki z miejsc sklerotyzacji warstwy padestnej, z przylegagych osteofitéw,

z osteofitbw wolnych oraz z koi gagbczastej leacej poniej warstwy podchrstne) u
pacjentéw z osteoartrgzstawu kolanowego. Réwnodree badano tate probki z tkanki
kostnej zbitej i gbczastej zdrowych Kai piszczelowych. Analizy przeprowadzono
wykorzystupc widma FT-IR i poréwnujc wzgkdem hydroksyapatyow i kolagenu typu 1.
Ogolnie, patologiczne probki ko byly mniej zmineralizowane aizdrowa kdé¢ zbita i
kos¢ gabczasta. Miejsca sklerotyczne byty bardziej zmihsoavane ni przylegagce kydz
oddalone osteofity. Autorzy sugesguflwa mechanizmy mage wyjaniac obserwowane
roznice w mineralizacji: (1) podchggtna remineralizacja byta indukowana przez &vea
srodowisko ptynu maziowego, lub (2) remineralizagja podiau odktadania jonow
mineralnych przez uktad naczyniowy. Jednak obi®teipy nie zostaty jeszcze ostatecznie
potwierdzone.

Mineralizacja chrastki przylegagcej do warstwy podche¢stnej zachodzi przy
udziale rozmaitych biologicznych, chemicznych i meticznych czynnikéw. Mechanizm
patologicznych depozytéw mineratéw wegherzykach macierzy chyztki z osteoartrag
byt badany in-vitro z #yciem analizy enzymatycznej, radiometrycznej Cadbetod
spektroskopii w podczerwieni i w mikroskopie swietle spolaryzowanym przez Derfus i
wsp. 1998].Widma FT-IR zidentyfikowaly dwuwodzian pyrofosému i krysztaty
mineratu apatytu, ktore byly produkowane wclperzykach macierzy chyztki z OA,
majcej znaczenie w pagiujacej osteoartrozie.

Heger i wsp [2006] sugerowali mechanizm, w ktoérynmeralizacja chrgstki
indukowana laserem jest odpowiedzialna za dlugéfrvetabilndé strukturalm i ten
mechanizm mze by przeniesiony na proces mineralizacji biologiczridpdyfikowana
laserem, wewstrz- i zewrgtrzkomérkowa mineralizacja chygtki makzowiny usznej, byta
badana przy zastosowaniu spektroskopii RamanaczZaiarwapnia i wglan wapnia w
postaci krysztatdw znajdowano westrz komorek, natomiast krysztaty fosforanu wapnia —

w przestrzeniach wewtrzkomérkowych. Autorzy sugeryj iz opro0cz zmniejszenia
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obcigzenia tkanki chrgstnej terapia laserem powodowata apogptkamorek i uwolnienie
pecherzykow macierzy goedniczcych w mineralizacji.

Weczeaniejsze badania ramanowskie $&b wykazaty, ¥ wzrost wskanika
okreslajacego proporcje wglanow do fosforanow odpowiada wzrostowi sztyweidkosci
[Akkus i wsp. 2004, Busa i wsp. 2005]. Warstwa gudgstna kdci w ChZS jest bardziej
sztywna nt w normalnej kéci, co jest zgodne wynikami uzyskanymi dla wskka
weglany/fosforany w badaniach spektroskopowych Ranfdftaukuma 2005]. Podobnie
Timlin i wsp. [2000] w badaniach metpdpektroskopii Ramana nad zmiastruktury

kosci wykazali,ze wskanik weglany/fosforany ulega zmianie po uszkodzonej s&oni

4. Spektroskopia Ramana, a klasyfikacja wtasna ChZS bidrowych

Wykonano badania tkanki kostnephgzastej oraz warstwy podchstnej gtowy
kosci udowej pacjentow sklasyfikowanych w siedmiu graip nasilenia ChZS biodrowych.
Porbwnano zmiany w skladzie i strukturze tkanki tkep gsbczastej oraz warstwy
podchrzstnej gtowy kdci udowej. Zmiany te dotyczyly stosunku zawdéciokrysztatow
hydroksyapatytu do krysztatow eglanoapatytow i krysztalbw hydroksyapatytu do
kolagenu oraz stosunku zawdb struktury helikalnej kolagenu do strukturyelbka
statystycznego kolagenu. W warstwie podebiize] kdci zawartdé hydroksyapatytu w
porbwnaniu do zawarfoi weglanoapatytu oraz hydroksyapatytu w poréwnaniu do
zawartdci kolagenu zmniejsza ¢giwraz ze wzrostem stopnia zwyrodnieniaagajac
wartagsci najmniejsze w grupie VI. Ponadto w warstwie pudestnej zaobserwowanag
wraz ze zwgkszaniem s stopnia nasilenia zwyrodnienia, stosunek struktury
uporzdkowanej alfa helisy do nieupadkowanej struktury kioka statystycznego jest
zwicksza s¢. Stwierdzono,ze w przypadku tkanki kostnejalgczastej z obszaru przy
warstwie podchrgsstnej kadci nie wystpuja opisane wyej réznice dla poszczegolnych
grup nasilenia ChZS biodrowych, co jest rownieaznym wynikiem przeprowadzonych
bada, jednak brak zrinicowania m¢dzy grupami nie daje podstaw do akceptowania
zaproponowanej lub tworzenia nowej klasyfikacji pgt@ zaawansowania zmian
zwyrodnieniowo-wytwoérczych w ChZS biodrowych. Jalz jwspomniano wczmiej

zaproponowana siedmiostopniowa klasyfikacja stogamvansowania ChZS biodrowych,
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a talkke w wersji zredukowanej do 5 stopni, ¢hoie okazata si doskonata, to jednak
czesciowo sprawdzita si zwlaszcza w przypadku warstwy podafstne). Wydaje si, iz
po dokonaniu pewnych modyfikacji i zweryfikowaniwa wigkszym materiale jedna z
wersji klasyfikacji wiasnej &dzie precyzyjniej ustali zaleznos¢ miedzy wartgciami
wskaznikow ramanowskich i nasileniem choroby zwyrodnisvej i by¢ maze pozwoli na
okreslenie zakresOw zmiendo poszczegolnych wskaikdéw dla poszczegolnych stopni

zaawansowania ChZS biodrowych.

5. Perspektywy klinicznego wykorzystania pomiaréw ramaowskich

Zakaczone sukcesem, dotychczasowe proby zastosowanektraegkopii
ramanowskiej do pomiaréw okitenych parametrow opisagych budow chemiczg i
struktue przestrzens tkanki chrzstno-kostnej oraz wzbogacenie tej metody nowymi
technikami optycznymis(viattowody, sondy skanagge, itp.) daje coraz szersze iosci
wykorzystania jej, jako nowej metody diagnostyczmvej chorobach uktadu kostno-
stawowego. Wznym argumentem, przemawdaym za kontynuowaniem baflanad
mozliwosciami wprowadzenia i upowszechniania spektroskétaimana, jako metody
diagnostycznej, jest jej niedestrukcyjny charakterodniesieniu do pobranych prébek
kosci, ktore mog by¢ nastpnie wykorzystane do innych badap. pod mikroskopem
elektronowym. Obecnie bardzo intensywnie rozwija rsowa technologia zwank&iber-
optic probe ktéra pozwala na uzyskanie widm Ramana w tkankéalogicznych (metoda
nieinwazyjna nazywym organizmie — in vivo) [Matousek i wsp. 2006} badaniach
klinicznych technologiaFiber-optic probe wraz z aparatgr endoskopow pozwala,
podczas standardowo wykonywanych zabiegéw artraskgpgh stawow (kolanowych,
biodrowych, ramiennych czy skokowych), na dodatkoscery analizowanych tkanek
chrzstno-kostnych poprzez anajiz wskanikow spektroskopowych. Caitkowicie
niedestrukcyjny charakter metody, wysoka czéoa subtelne zmiany tkankowe, czyhy
metod atrakcyjnym uzupetnieniem powszechnie stosowany@z zabiegow
endoskopowych. Spektroskopia Ramana mogtaby digndardowo wykorzystana, jako
pofaczenie obrazowania artroskopowego z pomiarem wigmanowskich uzyskiwanych

poprzez specjalnie zaprojektowane systemy optycZBadania z wykorzystaniem
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prototypowej aparaturygsobecnie na etapie prob klinicznych. Oprécz wziemiania
stawOw rownie w innych dziedzinach medycyny probuje svykorzystg mazliwosci,
jakie oferuje ta metoda diagnostyczna. Technolsdiea fiber-opticjest wykorzystywana
do oceny kalcyfikacji naczy wiencowych w klinicznych badaniach eksperymentalnych
[Brennan i wsp.1997jak rowniez w modelach zwierkxych celem diagnostyki komorek
dysplastycznych w chorobach nowotworowych [Bakkehu® i wsp. 2000]. Metoda
spektroskopii Ramana, oprocz opisanego p@jvyej niedestrukcyjnego charakteru w
odniesieniu do pobranych prébek tkankowych,zendy réwniez wykorzystana, jako
metoda catkowicie nieinwazyjna w stosunku do orgami badanego pacjenta
[Schulmerich i wsp. 2006]. Stosowane wtedy umiejscowione na skoérze pacjenta,
specjalnie ku temu zaprojektowane przystawki, kfiisgczone g z aparatuy do pomiaru
ramanowskiego rozpraszanigwiatta za pomog optyki z widbkna szklanego
(swiattowodem). Technika ta zwie ¢sispatially offset Raman spectroscofORS)
[Schulmerich i wsp. 2007]Wykorzystupc technilk SORS, konwencjonalny ukiad do
bada ramanowskiego rozpraszanidwiatta jest uywany razem ze specjalnie
zaprojektowanym ugdzeniem optycznym zbudowanym na baamsattowodu. Pomiary
dokonywane gprzez skég pacjenta, a wic bez ingerencji w organizm i ¢ki tej technice
uzyskuje s§ wydzielenie widm ramanowskich z interegyjch obszaréw znajdagych sé

na ra@nej gkbokadci od powierzchni skory. Naginie z otrzymanego widma
ramanowskiego, wydzielagspasma ramanowskie zebrane na powierzchni skooyv(ot
obszar wzbudzanigwiattem laserowym), jak rowniete z czsci podskérnej, gdzie
wzbudzenie laserowe jest o wiele mniejsze (np. %ciko Urzadzenia tego typu as
urzadzeniami przenmymi i zminiaturyzowanymi. Dzki wykorzystaniu tej techniki
mozliwe jest take okrelanie sktadu chemicznego oraz tomografia niskiegeielczdgci.
Poniewa promieniowanie odbite przez tkanki rozpraszase wszystkich kierunkach,
pomiar promieniowania rozpraszania Ramana peyvpewnej gibokadsci jest niezwykle
trudny i wymaga bardzo daj czulgci aparatury. Z tego powodu spektroskopia Ramana
powierzchownie lggcych kaci, z miejsc istotnych klinicznie np.: nasada dal$xsci
promieniowej, mae by fatwiej dosg¢pna ni pomiar z okolic gibiej potazonych np.: z
szyjki kosci udowej. Pierwsze porownawcze badaimiasivo prowadzone na zwiegtach

(myszy laboratoryjne) pokazaty wyspkzgodnd¢ pomiedzy wynikami uzyskanymi z
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pomiardw metodami przez skornymi, a pomiarami zpekswanej kéci [Schulmerich i
wsp. 2009]. Czasy pomiarow, pojedynczego widma remwakiego, dla prototypowych
systeméw pomiarowych pierwszej generacji wahagypsimiedzy 2 a 3 minutami. Nawet
na wstpnym etapie wdrzenia tego systemu, stosowaltiotej metody, jako metody
diagnostycznej ggle wzrasta. Jedna& trudno jest nadal océniczy testowane systemy
ramanowskie spetni@ajoczekiwania diagnostyczne, czy teechnika ta musi ulec jeszcze
znacznemu ulepszeniu w celu wykorzystania jeiblgalo przewidywania ryzyka ztama
kosci osteoporotycznych, gz oceny zmian sktadu i struktury przestrzennej renkiach
ludzkich z odpowiedni doktadndgcia.

Podsumowujc mazna, wkec przytoczy kilka praktycznych zastosowa
wykorzystupcych spektroskopi Ramana, jako nagdzie diagnostyczne. Dla klinicystow
rysuje s¢ mazliwos¢ przewidzenia ryzyka ztama kosci, poddagc ja analizie z
wykorzystaniem spektroskopii ramanowskiej. Mwa jest take identyfikacja martwej
tkanki kostnej (nekroza gtowy ko udowej), okrélenie sktadu chemicznego oraz
struktury przestrzennej koi, co znacznie mi@ utatwt ocer, ,jakosci kosci”.

Rodzi s¢ takze konieczné, porOwnania metody spektroskopowej z innymi
metodami diagnostycznymi pozwaleymi na oceg kosci i chrzstki. W wielu
przypadkach taka ocena poréwnawcza jest nima@, poniewa spektroskopia
ramanowska dostarcza informacji, ktérych niezneouzyské innymi metodami badawczo-
diagnostycznymi. W opinii autora wyniki uzyskaneigttz spektroskopii ramanowskiej
beda raczej uzupetnig niz zastpowa: obecn diagnostyk, ktora dostarcza informacpa
temat samej budowy koi, nie odnoszc sk przy tym do jej skladu chemicznegoa&bter
prowadzone g dalsze intensywne badania gz#one z prép klinicznego wykorzystania
spektroskopii ramanowskiej w celu uzyskania gy odpowiedzi, czy nowa technika
dostarcza zupetnie nowych i unikalnych informaczy raczej potwierdza wyniki uzyskane
posrednio, fhdz bezpdrednio dz¢ki innym, stosowanym powszechnie metodom
diagnostycznym. Wydaje ijednak, ze wykorzystanie techniki ramanowskiej, jako
narzdzia diagnostycznego stosowanego pyzewo do badania tkanki kostnej, beo

okaza& sie najdoktadniejsg metod jej oceny na poziomie mikrostrukturalnym.
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VIII.

WNIOSKI

Technika mikrospektroskopii Ramana jest detevym narzdziem do okréenia
sktadu chemicznego i struktury tkanki kostnej naipmie subkomérkowym.
Ramanowskie wskaiki: mineralizacji tkanki kostnej (WMTK), przesgmnej
budowy kolagenu (WBPK) i proporcji hydroksyapatytlo weglanoapatytu
(WH/W) s precyzyjnym wyznacznikiem stopnia zaawansowanisoraiby
zwyrodnieniowej stawdw biodrowych.

Badania technik spektrometrii ramanowskiej wykazaty istotne zmiasifadu i
struktury chemicznej tkanki podckstnej gtowy kéci udowej zwizane z
postpujacym zwyrodnieniem stawu biodrowego. W tkance kejstrgbczastej
nie znaleziono zmian zwyrodnieniowych.

Zasadné&¢ zastosowania wiasnej klasyfikacji stopnia zaawasaswa choroby
zwyrodnieniowej stawow biodrowych do analizy zmiamartasci srednich
wskaznikdw ramanowskich, oks&jacych jakaé kosci potwierdzono ogciowo
metodami statystycznymi.

Przeprowadzone badania zmian struktur ¢dtro-kostnych w  przebiegu
zwyrodnienia stawu biodrowego mpgmie¢ wplyw na wdraenie leczenia

hamupcego rozwoj choroby.
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IX. STRESZCZENIE

W przypadku choroby zwyrodnieniowe] stawow biodratvystandardowymi
metodami diagnostycznymia smetody obrazowania radiologicznego i biopsja tkank
kostnej. Inwazyjn& metody badania Koi poprzez biopsj oraz wysokie koszty i
ograniczony dogp do zaawansowanych metod diagnostyki obrazowepgay, ze nie g
one powszechnie wykorzystywane zwlaszcza we wcobseyapach ChZS biodrowych.
Jeda z nowych propozycji, magych mie€ zastosowanie w badaniach struktur
biologicznych, a co za tym idzie najprawdopodobni@yvniez w diagnostyce zmian
chorobowych, jest metoda spektroskopii Ramana. datgd opisane zostaly widma
spektralne uzyskiwane w wyniku analiz materialu thkego gtbwnie pochodzenia
zwierzcego [Timlin i wsp. 2000]. Stwierdzonag we wczesnych stadiach ChZS, ktore
najczsciej nie g dostatecznie zdiagnozowane, gp8jg istotne zmiany w strukturze
chemicznej molekut macierzy zewtrekomoérkowej [Day i wsp. 2004], ktére wyprzedzaj
zmiany morfologiczne. Doktadne ich opisanie i steemie norm dla rnych etapoéw ChZS
jest istotne zwlaszcza dla jej wczesnych stadidigdyk to ani objawy kliniczne ani
obrazowanie radiologiczne nie pozwalapa postawienie jednoznacznej diagnozy, a co za
tym idzie bytoby niezwykle korzystne dla pacjentdwwiem dawatoby szanse na wczesne
wdrazenie terapii opgniajacej proces chorobowy. Aktualny stan wiedzy nie petdza, w
jednoznaczny sposoéb, zmian struktury chemicznejkigjl tkanki chrzstnej i kostnej w
postpujacej chorobie zwyrodnieniowej. Zastosowanie techrskiektroskopii Ramana
wydaje s¢ by¢ celowym i uytecznym nargdziem w badaniach poréwnawczych zdrowych
i zmienionych chorobowo struktur kostnych i afstnych, a w dalszej konsekwenciji
rowniez w diagnostyce ChZS. Badanie wdavosci ludzkiej tkanki kostnej na poziomie
subkomorkowym metadmikrospektroskopii Ramana jest istotnym novum pnéawanej
pracy. Przegld literatury przedmiotu, nie ujawnit, bowiem w pkls pismiennictwie prac
na temat wykorzystania spektroskopii ramanowskiepddania i rénicowania zdrowych i
chorobowo zmienionych struktur kostnych. W chwitieanej jedynie w kilku @odkach
naukowych w USA czynionegréby wykorzystania wynikow uzyskanych przy pomocy
techniki ramanowskiej do diagnozowania zmian chowpjth w ukfadzie misniowo-

szkieletowym [Morris 2010].
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Celem pracy byla ocena zat®ici miedzy stopniem zaawansowania choroby
zwyrodnieniowej stawow biodrowych oznaczanym wedtugtasnej klasyfikaciji
radiologicznej i uzyskanymi metedspektroskopii Ramana parametrami délagcymi
wiasciwosci tkanki kostnej: sktad i strukteirchemiczig macierzy zewgtrzkomorkowej i
struktug przestrzengpkolagenu.

Materiat stanowita grupa 35 pacjentéw, w tym 24ikbpi 11 ngzczyzn, w wieku
od 48 do 88 lat, ktorzy wyrazili pisemprzgod: na uczestnictwo w projekcie badawczym.
Badaniom poddano materiat kostny pobrany z amputgela gtow kéci udowych od 35
pacjentéw, z ktorych pcioro nie wykazywatozadnych klinicznych i radiologicznych
oznak ChZS biodrowych natomiast u pozostatych wmgdiorga, stwierdzono zmiany
zwyrodnieniowe w rénym stopniu zaawansowania.

Metody bada. Z gtow kasci udowych pobrano pé probek, dwie z najbardziej i
dwie z mniej obgzonych miejsc w warstwie podchistnej i tkance gbczastej oraz jedn
z okolicy czsci srodkowe] gtowy kdci udowej. Badania struktury na poziomie
tkankowym, komorkowym i struktury chemicznej pobyem prébek kostnych
przeprowadzono z zyciem mikroskopu elektronowego skaningowego (SEM) i
transmisyjnego (TEM) oraz w mikrospektroskopii Raaa Badania mikroskopowe
przeprowadzono dla dwéch skrajnych grup z siedomsbwe] skali zaawansowania
zmian zwyrodnieniowych stawow biodrowych. Zastosowa techniki spektroskopii
Ramana do oceny tkanki kostnej na poziomie subkkowdym, pozwolito na
zanalizowanie zmian wado trzech badanych cech spektroskopowych: wusika
mineralizacji (WMTK), wskanika budowy przestrzennej kolagenu (WBPK) i wskka
hydroksyapatytu do gglanoapatytu (WH/W) w zakmosci od miejsca pobrania probek i
oddzielnie dla warstwy podchyztnej i tkanki kostnejgpczastej.

Wyniki bada& w mikroskopii elektronowej SEM i TEM. W zaleoici od stopnia
zaawansowania choroby zwyrodnieniowej zaobserwowamany w strukturze chgstno-
kostnej polegace na: (1) degradacji uktadu typowych warstw ghitla szklistej (2)
zmianach w ukiladzie widkien kolagenowych charaktepcych se¢ rozszczepieniem
kompaktowo utaonych pczkéw (3) pogrubieniu warstwy podckstnej kaci (4)
obecndci licznych otworéw na powierzchni beleczek tej stery oraz (5) zniszczeniu

struktury architektonicznej sieci beleczelké&iogabczaste).
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Wyniki bada w spektroskopii Ramana. W miejscu maksymalnegogaboia w
warstwie podchrgstnej u os6b z ChZS biodrowych ngmtje zmniejszenie wardoi
srednich WMTK wraz ze wzrostem nasilenia zmian zwiyrieniowych (grupy 0-VI). We
wszystkich siedmiu grupach stwierdzono prgetge nieco wysze wartéci WMTK w
miejscach mniej obgionych tej samej warstwy, przy czym kierunek zmiaraavze
wzrostem zaawansowania zwyrodnienia jest taki s&myj przypadku miejsc maksymalnie
obcigzonych. Wysoce istotne xnice na poziomie p<0,001 zaobserwowano w viaiach
srednich WBPK mgdzy odlegtymi od siebie grupami, w sensie stopraawansowania
zmian zwyrodnieniowych, np. gdzy grum 0, a grupami IlI-VI lub grug Il, a grupami
IV-VI. Natomiast nie stwierdzono istotnych statystgie r@&nic miedzy grupami
bezpdrednio ze sofp sysiadupcymi. Podobnie jak w przypadku analizowanych pasyy
wskaznikow, rowniez w odniesieniu do WH/W, oceny istot zaobserwowanych #aic
migdzygrupowych potwierdzitaze grupy odlegte na osi stopnia zaawansowania ChZS
biodrowych r@nia sie wysoce istotnie (p<0,001), natomiastmite midzy grupami blisko
lub bezpédrednio gsiadugpcymi zwykle nie osigajg zataronego poziomu istotroi
p<0,05. Zredukowanie klasyfikacji siedmiostopniowalali zaawansowania ChZS do
pieciostopniowej, spowodowato uzyskanie proporcjorelmickszej liczby istotnych
statystycznie rénic miedzygrupowych w warstwie podchistnej. Natomiast wszystkie
trzy ramanowskie wskaiki, badane w tkance gbczastej, zarbwno w pierwotnej
siedmiostopniowej klasyfikacji, tak i w zmodyfikowa — peciostopniowej, nie
wykazywaty statystycznie istotnego znbcowania, ani w zaf@osci od zaawansowania
ChZs, ani od miejsca pobrania probki. Jedynie wmadku WH/W ujawnity si pewne
roznice medzy zaawansowanym, a tagodnym eddy zaawansowanym, a umiarkowanym
stopniem zwyrodnieniowych zmian w stawach biodraduwyc

Potrzeba stworzenia nowej klasyfikacji wynikata rzeth przyczyn: (1)
zastosowanie wytznie klasyfikacji wg Kellgren’a i Lawrence’a utmidto jednoznaczn
ocere zmian obserwowanych na radiogramach, a brak w zabraadiologicznym
osteofitow przy wzrécie ckzkosci ChZS biodrowych, unienitiwiat klasyfikacje
zwyrodnienia na wjiszy stopi@ zaawansowania choroby, (2)yeie klasyfikacji wg
Crofta i Lane’a zawzalo maliwosci oceny stopnia nasilenia zwyrodnienia stawow

biodrowych do trzech grup, co powodowatbdana grupa byta bardzo niejednorodna pod
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wzgledem korelacji obrazu radiologicznego z objawamnikiznymi, (3) zastosowanie
spektrometrii Ramana — metody o wysokiej precyzery jakdci kosci, sugerowato
konieczné¢ zastosowania doktadniejszej klasyfikacji stopraawansowania ChZS, ktora
pozwolitaby na wyranienie mniejszych, jednorodnych grup i dokonaniealiag
wspotzalenosci z ramanowskimi wskanikami.

Gtownymi  osagnieciami  niniejszego  opracowania a:s (1) wiarygodne
potwierdzenie mdiwosci zastosowania techniki spektroskopii Ramana denpdkanki
kostnej na poziomie subkomorkowym i (2) potwierdzostatystycznie zedicowanie
wartdsci trzech analizowanych cech (wsgké&ka mineralizacji, wskanika budowy
przestrzennej kolagenu i wskaka hydroksyapatytu do ¢glanoapatytu) w zakmosci od
stopnia zaawansowania ChZS biodrowych, (3) stweny ze zmiany skiadu i struktury
chemicznej macierzy zewtizkomérkowej w zalenosci od nasilenia  zmian
zwyrodnieniowych ujawnigj sie w warstwie podchkstnej gtowy kdci udowej. Ponadto
ustalono,ze dotychczas stosowane klasyfikacje stopnia zaawarsa ChZS biodrowych
w tym klasyfikacja wilasna nie wyczergujej znamion, zwitaszcza w perspektywie
mozliwosci zastosowania wysoce precyzyjnych technik anaditych. Dlatego otwagt
kwesthh pozostaje stworzenie takiej klasyfikacji, ktérazagerciedli wspotzalenosci
migdzy obrazem radiologicznym, objawami klinicznymi wynikami bada metod
spektroskopii Ramana.

Whnioski

1. Technika mikrospektroskopii Ramana jest setevym narzdziem do okréenia
sktadu chemicznego i struktury tkanki kostnej naipmie subkomaérkowym.

2. Ramanowskie wskaiki: mineralizacji tkanki kostnej (WMTK), przesennej
budowy kolagenu (WBPK) i proporcji hydroksyapatytlo weglanoapatytu
(WH/W) s precyzyjnym wyznacznikiem stopnia zaawansowanisoratby
zwyrodnieniowej stawéw biodrowych.

3. Badania technik spektrometrii ramanowskiej wykazaly istotne zmiasitadu i
struktury chemicznej tkanki podclstnej gtowy kdéci udowej zwizane z
postpujacym zwyrodnieniem stawu biodrowego. W tkance kejstrigbczastej

nie znaleziono zmian zwyrodnieniowych.
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4. Zasadné&¢ zastosowania wiasnej klasyfikacji stopnia zaawesaswa choroby
zwyrodnieniowej stawow biodrowych do analizy zmiamartcsci srednich
wskaznikdw ramanowskich, oksé&jacych jakaé kosci potwierdzono ogciowo
metodami statystycznymi.

5. Przeprowadzone badania zmian struktur ¢dtro-kostnych w przebiegu
zwyrodnienia stawu biodrowego mpgmie¢ wplyw na wdraenie leczenia
hamugcego rozwoj choroby.
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IX. ABSTRACT

The standard diagnostic methods of the hip joineaathritis are X-ray imaging
and biopsy of the bone tissue. The biopsy of theelis highly invasive method as well as
high costs and limited access to the advanced dg&ignmaging methods, means that they
are not widely used, especially at the early stagfesip joint osteoarthritis. Raman
spectroscopy is one of the new propositions, wiigchld be used in examining of the
biological structures and therefore also in diagmp®f osteoarthritis. So far only optical
spectra from the analysis of the bone material,nipairom animals, were described
[Timlin et al. 2000]. It was discovered that at tharly stages of OA, usually seldom
diagnosed, there are some important changes iohtbmical structure of the molecules of
the extracellular matrix [Day et al. 2004], whiclhepede morphological changes. The
detailed description, as well as creating norms dferent stages of OA would be
important, especially when it comes to its earagst, when neither the clinical symptoms,
nor X-Ray imaging allow for the unequivocal diagisosTherefore it would be highly
beneficial to the patients. It would allow the gastart of the therapy slowing down the
progress of the disease. The current state of lediyel does not confirm unambiguously
the changes in the chemical structure of the huoaatiage and bone in the progressing
OA. Raman spectroscopy seems to be an advisableusefl tool in comparative
examination of the healthy and pathological bond eartilage structures, in a longer
perspective also in diagnosing OA. The examinatdnthe human bone tissue on a
subcellular level using the Raman microspectroseée@n important innovation novelty of
this dissertation. Literature review revealed ndlmations in the base of the Polish
Medical Bibliography, on the use of spectroscopystiody and differentiate healthy and
pathological bone structures. Researching the ngrith Poland on the subject does not
show works on using Raman spectroscopy to diagrosk differentiate healthy and
pathological bone structures. Right now only i@ fesearch centers in the USA there are
attempts to use the results of using Raman techri@pudiagnosing pathological changes in
the musculoskeletal system [Morris 2010].

This aim of the study is to evaluate the relatibasveen the hip joint osteoarthritis

severity, estimated based on own X-ray classificeatand the bone tissue parameters
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(composition and chemical structure of the extlatal matrix, and also the spatial
structure of collagen, obtained while using Ranm@etsoscopy.

Material

The material was a group of 35 patients, 24 wonmmehld men, aged between 48
and 88, whogave written informed conserio participate in the research project. Also
researched was the Bone material from amputatedrédrneads from these 35 patients has
been examined. Five of all patients had no cliniealradiological signs of hip joint
osteoarthritis, and the other 30 there were pathcd changes in different severity.

Methods

Five samples were taken from each femoral heads: from their most loaded and
two from less loaded areas in subchondral layeriargpongy bone tissue and also one
sample from the central part of the spongy tissu¢he femoral heads. Examining the
structure of the bone sample on the tissue, cellutal chemical composition levels was
performed with a Scanning Electron Microscope (SEMd Transmission Electron
Microscope (TEM), as well as Raman microspectrogcbficroscopic examinations were
conducted for two extreme groups of own seven-psgate of progressive osteoarthritis in
hip joint. Using Raman spectroscopy to evaluateebtissue on the subcellular level
allowed analysis of changes in three measured rggecpy indexes: BTMI — bone tissue
mineralization index Folish WMTK) CSSI — collagen spatial structure indeRoljsh
WBPK) and HCR — hydroxyapatite to carbon-apatite réRiolish WH/\VY depending on the
place of sampling and separately for the subctadayer and spongy bone tissue.

Results

The results of using Electron Microscopy: SEM ari€MI Depending on the level
of advancement of the OA, there were changes in cémtilage-bone structure: (1)
degradation of the structure of typical layers g@ilme cartilage, (2) changes in the
structure of the collagen fibers - splitting themgractly arranged bundles (3) thickening of
the subchondral layer, (4) presence of numerousiioge on the trabeculae of the
subchonaral layer, and (5) the architecture of ttabecular network destruction in the
spongy bone.

The results of Raman spectroscopy. In the areaafimum load of the femoral

head in persons with hip osteoarthritis the mednegof BTMI in subchondral layer are
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decreased with increasing of OA severity (groupél)0-In all seven study groups there
were on average slightly higher levels of BTMI ith @&reas of a lesser load in the same
layer, however the direction of the changes asptitbaological changes get bigger is the
same, as in the case of the areas of maximum Ibigghly statistically significant
(p<0,001) differences of CSSI mean values werergbdebetween opposite groups in the
sense of the advancement of the pathological clsaregg. between group 0 and groups llI-
VI or between group Il and groups IV-VI. Howeveeth were no statistically significant
differences between the groups bordering with eaitter directly. As in the case of
indicators analyzed above, also in case of HC8®essment of the statistical significance
of observed intergroup differences proved thatgfoeips distant on the axis of the hip joint
osteoarthritis severity differ highly significant(p<0,001), but the differences between the
groups directly bordering with each other or closeally did not reach the required level
(p<0,05) of statistical significance

Reducing the seven-grade classification scalestgfoarthritis severity to five-grade
resulted in proportionally higher number of stateiy significant intergroup differences in
the subchondral layer. However all three Ramancatdrs examined in the spongy bone
tissue, both in the seven-grade classification ianthe modified five-grade one did not
show statistically important differentiation neithdepending on the advancement level of
OA or the area where the sample was taken fromy @ntase of HWR there were some
differences between advanced and mild and betwdeanaed and moderate levels of
osteoarthritis changes in the hip joint.

Discussion

The need to create a new classification systemtiva@ reasons: (1) applies only
classification by Kellgren and Lawrence made iffidifit to unequivocally evaluate the
changes observed in radiograms, and the lack ebphkytes in the radiological imaging in
more advanced cases of hip joint osteoarthritisderinimpossible to classify them to the
higher stage of the disease, (2) use of the cleasdn system according to Croft and Lane
narrowed the assessment of the level of advanceofi¢hé hip joint degeneration to three
groups only, what meant that the particular gro@s Wighly non-homogenous in terms of
correlation of the radiological imaging and clidicaymptoms, (3) use of Raman

spectrometry — the method of high-precision assessf bone quality, , suggested need
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to apply more detailed classification of hip jogsteoarthritis severity which would allow
to differentiate smaller and more homogenous gr@mgsanalyze correlations with Raman
indexes.

The main achievements of this dissertation are: fégsible confirmation of
usefulness of Raman spectroscopy technique tosabseg tissue on the subcellular level,
(2) statistically proven differentiation of the kg of three analyzed indicators (bone tissue
mineralization, spatial structure of collagen ahé tatio of hydroxyapatite to carbon-
apatite) depending on the advancement level of O hip, (3) recognition of the fact
that the chemical composition and structure ofdkiacellular matrix in correlation with
the advancement of the degeneration manifestseirstbchondral bone of the head of the
femoral. On top of that it was established that previously used systems of the
classification of the advancement of the OA of thips, including own one, are not
exhaustive, especially when highly precise anaytioethods are available. Therefore it
still remains open to create a classification systieat would reflect correlations between
the radiological imaging, clinical symptoms and tlsults of using Raman spectroscopy.

Conclusions

1. Raman microspectroscopy is a efficient tool to etee the chemical composition
and bone tissue structure on the subcellular level.

2. Raman indicators: of bone tissue mineralization NBT of collagen spatial
structure (CSSI) and of the hydroxyapatite to carlpatite ratio (HCR) are precise
measures of the stage of the hip joint osteoaighrit

3. Raman spectrometry shows that there are importsrations of the composition
and chemical structure in the subchondral layertre femoral head as the
degeneration of the hip progresses, but there arsuch changes in the spongy
bone tissue.

4. The usefulness of own classification of the hipeoatthritis stages for the analysis
of the changes of the Raman indexes mean valusstiliag the bone quality, was
partially confirmed by statistical methods.

5. Using Raman spectroscopy to examine the cartilage-tstructures of hip joint
osteoarthritis, especially in its early stages, a#act the treatment, inhibiting the

further development of the disease, and could ingthe quality of life of patients.

103



XI

PISMIENNICTWO

1. Akkus O, Adar F, Schaffler MB: Age-related changephysicochemical properties
of mineral crystals are related to impaired meatenfunction of cartical bone.
Bone. 2004,34:443-453

2. Awonusi A, Morris MD, Tecklenburt MM:carbonate agsiment and calibration in
the Raman spectrum of apatite.Calcif Tissur InQ72281:46-52

3. Bailey AJ, Mansell JP, Sims TJ, Banse X: Biocheiaad mechanical properties
of subchondral bone in osteoarthritis. Biorheol@g@4, 41(3-4):349-358

4. Bakker Schut TC, Witjes MJH, Sterenborg HICM, Speel OC, Roodenburg
JLN, Marple ET, Bruining HA, Puppels GJ: In Vivo @etion of Dysplastic Tissue
by Raman Spectroscopy. Anal Chem 2000, 72(24). GG

5. Bazin D, Chappard C, Combes C, Carpenter X, RoaZgrAndre G, Matzen G,
Allix M, Thiaudiere D, Reguer S, Jungers P, DautirDiffraction techniques and
vibrational spectroscopy opportunities to charaster bone. Osteoporosis
Int.2009;20:1065-1075

6. Bergmann G, Deuretzbacher G, Heller M, GraicherRhimann A, Strauss J,
Duda G: Hip contact forces and gait patterns framtine activities.J Biomech.
2001;34:859-871]

7. Boskey A, Mendelsohn R:Infrared analysis of bonkealth and disease. J Biomed
Opt. 2005;10:031102

8. Boskey A: Bone mineral crystal size.Osteoporos2003;14(Suppl 5)516-520

9. Boyde A, Maconachie E, Reid SA, Delling G, Mundy Bcanning electron
microscopy in bone pathology: review of methodsteptal and applications.
Scanning Electron Microscopy 1996, 1537-1554

10.Brennan JF, Wang Y, Dasari RR, Feld MS: Near-ieflaRaman Spectrometer
System for Human Tissue Studies. Applied Spectmmgsd®97, 51(2);201-208

11.Burr DB, Schaffler MB: The involvement of subchoaddmineralized tissues in
osteoarthrosis: Quantitative microscopic evidenbdéicroscopy Research and
Technique 1997, 37(4): 343-257

12.Busa B, Miller L, Rubin C, Qin YX, Judex S: Rapidt&blishment of Chemical and
Mechanical Properties during Lamellar Bone FornmticCalcified Tissue
International 2005, 77(6):386-394

13.Carden A, Morris MD: Application of vibrational sgeoscopy to the study of
mineralized tissues (review). Journal of Biomediogtics 2000, 5(3):259-268.

104



14.Croft P, Cooper C, Wickham C, Coggon D: Definingeosirthritis of the hip
epidemiologic studies. Am J Epidemiol.1990;132:5P2-

15.Day JS, van der Linden JC, Bank RA, Ding M, HvidSumner DR, Weinans
H:Adaptation of subchondral bone in osteoarthBirheology 2004, 41(3-4):259-
368

16.de Mul FFM, Otto C, Greve J, Arends J, ten BoschCalculation of the Raman
line broadening on carbanation in synthetic hydeapatite. J Raman
Spectrosc.1998;19:13-21

17.Dehring KA, Smukler AR, Roessler BJ, Morris MD: @aating Changes in
Collegen Secondary Structure with Ageing and DefecType Il Collagen by
Raman Spectroscopy. Applied Spectroscopy 2006, S3&@&-37

18.Derfus B, Kranendonk S, camacho N, mandel N, KusfmvaV, Lynch K, Ryan
L:Human Osteoarthritic Cartilage Matrix Vesicles méete both Calcium
Pyrophoshate Dihydrate and Apatite In Vivo. CadlfiTissue International 1998,
63(3):258-262

19.Dieppe PA: Recommended methodology for assesing phegression of
osteoarthritis of the hip and knee joints; Ostdwuérs Cartilage 1995;3:73-7

20.Drozdowski M: Spektroskopia ciata statego, WPP, 204996

21.Edwards HGM, Carter EA: Biological Applications Blaman Spectroscopy, vol.
24. New York:Marcel Dekker Inc.; 2001

22. Esmonde-White KA, Raman spectroscopy detection dfleaular changes
associated with osteoarthritis. PhD dissertati@®92 The University of Michigan.
http://deepblue.lib.umich.edu/bitstream/2027.42881%/kareshni_1.pdf

23.Faibish JJ, Orr SM, Boskey AL: Mineral changes steoporosis: a review. Clin
Orthop Relat Res. 2006;443:28-38

24.Felson DT, Neogi T:Osteoarthritis: Is it a diseabeartilage or of bone? Arthtitis&
Rheumatism 2004, 50(2):341-344.

25.Ferguson VL, Bushby AJ, Boyde A: Nanomechanicalpproes and mineral
concentration in articular calcified cartilage asdbchondral bone. Journal of
Anatomy 2003, 203:191-202

26.Garden A, Morris M.D.: Application of vibrationapectroscopy to the study of
mineralized tissue( review). Journal of BiomediCgitics 2000, 5(3):259-268.

27.Gremlich H-U, Yan B: Infrared and Raman SpectrogcopBiological Materials,
Tennessee, USA, 2001

105



28.Heger M, Mordon S, Leroy G, Fleurisse L, Creusy &rRn microspectrometry of
laser-reshaped rabbit articular cartilage: prelanyrstudy on laser-indyced cartilage
mineralization. Houranal of Biomedical Optics 200@(2):024003-024008.

29.Jones SJ, Boyde A, Ali NN: The resorption of biotay and nonbiological
substrates by cultered avian and mammalian osgigtsclAnatomy & Embrioligy
1984, 170, 247-256

30.Jones SJ, Boyde A: Histomorphometry of Howshigsih@ae formed in vivo and in
vitro: depths and volumes measured by scanningrefeand confocal microscopy.
Bone 1993, 14, 455-460

31.Judex S, Boyd S, Qin Y-X, Miller L, Muller R, Rub{®: Combining high-resolition
micro-computed tomography with material compositiondefine the quality of
bone tissue. Curr Osteoporos Rep. 2003;1:11-19

32.Kecki Z: Podstawy spektroskopii molekularnej, PWN 39Warszawa

33.Kellgren J H, Lawrence J S: Radiological assesrognsteoarthrosis . Ann Rheum
Dis. 1957;16: 494- 502

34.Lane NE, Nevitt MC, Genant HK, hochberg MC: Relidpiof new indices of
radiographic osteoarthritis of the hand and hip &mdbar disc degeneration.J
Rheumatol 1993;20:1911-8

35.Lee YS, Oh SH, Seon JK, Song EK, Yoon TR: 3D fermoeck anteversion
measurements based on the posterior femoral pra@RITHODOC system. Med
Biol Eng Comput.2006;44:895-906]

36.Legros R, Balmain N, Bonel G: Age-related changesineral of rat and bovine
cortical bone. Calcif Tisur Int. 1987;41:137-144

37.Li B, Aspden RM: Composition and Mechanical Progsrtof Calcellous Bone
from the Femoral Head of Patients with Osteoporosi©steoarthritis. Journal of
Bone and Mineral Research 1997, 12(4):641-651

38.Lubovsky O, Wright D, Hardisty M, Kiss A, Kreder HWhyne C: importance of
the dome and posterior wall as evidenced by bonasige mapping in the
acetabulum.; Clin Biomech. 2010doi: 10. 1016/jlsilomech.2010.11.002.]

39.Mahadevan-Jansen A: Raman Spectroscopy: From Bsnmctd Bedside. In:
Biomedical Photonics Handbook. Edited by Vo-DiniBdca Raton : CRC Press;
2003

40.Mak P. Badania struktur mioglobiny, hemoglobiny €] jhybryd metodami

rezonansowej spektroskopii Ramana. Praca doktors¥q@04; Uniwersytet
Jagiellaiski. Krakéw

106



41.Matousek P, Draper ER, Goodship AE, Clark IP, RoeaKL, Parker AW.
Noninvasive Raman spectroscopy of human tissue iwo. vVAppl Spectrosc.
2006;60:758-763

42.Mendelsohn R, Paschalis EP, Boskey AL:Infrared spscopy, microscopy and
microscopic imaging of mineralizing tissues: spadiructure correlations from
human iliac crest biopsies. J Biomed Opt. 1999414

43.Merx H, Dreinhofer K, Schrader P, sturmer T, Puhf @unther K-P, et al.
Internaitonal variation in hip replacement rateasnA&Rheum Dis 2003;62:222-6

44 Miller LM, Carlson CS, Carr GL, Chance MR: A methdor examining the
chemical basis for bone disease: synchrotron iedramicrospectroscopy. Cellular
and Molecular Biology( Noisy le Grand) 1998, 44(1).7-127

45.Mkukuma LD, Imrie CT, Skakle JMS, hukins DWL, AspdBM:Thermal atability
and structure of cancellous bone mineral from #madral head of patients with
osteoartritis or osteoporosis. Ann Rheum Dis 2@d%2):222-225].

46.Morris MD. Transcutaneous Raman spectroscopy ofimauibone in vivo. Appl
Spectrosc. 2009; 63:286-295].

47.Morris MD: Raman Assessment of Bone Quality. ClmhOp Relat Res, 2010

48.0lsza M, Cheng X, Jee S, Kumar R, Kim Y: Bone dtrtee and formation: A new
perspective, Materials Science and Engineering@¥ &8):77-116

49.Panel G, Delfosse C, Descamps M, Leroy G: Bone52(B5): 893-901

50.Puppels GJ: In Vivo Raman Spectroscopy. In: HankhifoRaman Spectroscopy:
From the Research Laboratory to the Process LidaedE by Lewis IR, Edwards
HMG. New York: Marcel Dekker; 2001

51.Resnick N, Niwayama G: Degenerative Diseases. isignof Bone and Joint
Disorders. Philadelphia, PA:W.B. Saunders Compa8agg

52.Schulmerich MV, Cole JH, Kreider JM, Esmonde-WitteDooley KA, Goldstein
SA,

53. Schulmerich MV, Dooley KA, Banasse TM, Goldstein,34orris MD. Subsurface
and transcutaneous Raman spectroscopy and mapgiggaoncentric illumination
rings and collection with a circular fiber-opticay. Appl Spectrosc. 2007;61:671-
678.

54.Schulmerich MV, Dooley KA, Morris MD, Vanasse TM, ofdstein SA.

Transcutaneous fiber optic Raman spectroscopy 1€ lising annular illumination
and a circular array of collection fibers. J Bion@pt. 2006;11:060502.

107



55.Sun Y, Gunther KP, Brenner H: Reliability of radiaghic grading of osteoarthritis
of the hip and knee. Scand J Rheumatal 1997;265555-

56.Timlin J, Carden A, Morris M.D., Appl Spect, 19958, 1429-1435

57.Timlin JA, Carden A, Morris MD, Rajachar RM, Kohn: Baman spectroscopic
imaging markers for fatigue-related microdamagkduine bone. Anal Chem 2000,
72:2229-2236.

58.Tonnis D, Heinecke A:Acetabular and femoral antewrs relationship with
osteoarthritis of the hip. J Bone Joint Surg AnB9;81:1747-1770

59.Ueno M, Shibata A, Yasui S, Yasuda K, Ohsaki K: rhgmsal on the hart tissue
remineralization in osteoarthritis of the knee fjoimvestigated by FT-IR
spectrometry. Cellular and Molecular Biology 2089(4):613-619.

60.Wright D, Whyne C, Hardisty M, Kreder H, Lubovsky Bunctional adn Anatomic
Orientation of the Femoral Head; Clinical Research011

61.Yerramshetty JS, Lind C, Akkus O:The compositioraadd physicochemical
homogeneity of male femoral cortex increases after sixth decade. Bone
2006;39:1236-1243

108



Spis tabel

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1

10

11

Skala zaawansowania zmian radiologicznyctchorobie zwyrodnieniowej
stawow wedtug Kellgren’a i Lawrence’a [1957].

Skala zaawansowania zmian radiologicznyctcherobie zwyrodnieniowej
stawow wedtug Croft'a i Lane’a

Charakterystyka badanych pacjentow wedhty p wieku oraz stopnia
zaawansowania choroby zwyrodnieniowej stawow biagot wedtug trzech
roznych klasyfikaciji.

Wiasna klasyfikacja radiologiczna chorolgwyrodnieniowej stawow
biodrowych, powstata z pgtzenia dwoch klasyfikacji K&L i C&L.

Skala zaawansowania zmian radiologicznyclfChZS biodrowych wedtug
wiasnej klasyfikacji siedmiostopniowe;.

Statystyki opisowe dla wsgkeka mineralizacji w warstwie podchistnej z
uwzglednieniem podzialu na miejsce pobrania probek w qmegdlnych
grupach zaawansowania ChZS.

Poziom istotdoi rdznic migdzygrupowych (0-VI) i mgdzy r&nie

obcigzonymi miejscami (1 — obszar najbardziej ationy, 2 — obszar mniegj
obcigzony) dla wskanika mineralizacji w warstwie podchigtnej, wedtug
oceny testem Tukeya-Kramera.

Statystyki opisowe dla wskaka mineralizacji w kéci gabczastej z
uwzglednieniem podzialu na miejsce pobrania probek w qmegdlnych
grupach zaawansowania ChZS.

Statystyki opisowe dla wskaéka budowy przestrzennej kolagenu w warstwie
podchrzstnej z uwzgjdnieniem podzialu na miejsce pobrania prébek w
poszczegolnych grupach zaawansowania ChZS.

Poziom istotdoi roznic miedzygrupowych (0-VI) i mdzy r&nie
obcigzonymi miejscami (1 — obszar najbardziej afiony, 2 — obszar mniej
obciazony) dla wskanika przestrzennej budowy kolagenu (WPBK), w
warstwie podchrgstnej, wedtug oceny testem t-Studenta i testem eyak
Kramera.

Statystyki opisowe dla wsgkéka budowy przestrzennej kolagenu (WBPK) w
kosci gabczastej z uwzgtinieniem podzialu na miejsce pobrania probek w
poszczegolnych grupach zaawansowania ChZS.
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Spis rycin

Ryc. 1 Schemat budowy stawu biodrowego — przekzojowy

N

Ryc. Tréjwymiarowe obrazowanietk antewersji szyjki ki udowej (A) i kta
szyjkowo-trzonowego (B), w oparciu 0 anatomicznakiy referencyjne 2D i

3D oraz metogl funkcjonalry (F).

Ryc. 3 Liczba pacjentow wedtug pici leczonych @osinie z powodu choroby
zwyrodnieniowej stawdw biodrowych w latach 200504@ w Polsce.

Ryc. 4 Rozktad ewtasci zabiegow endoprotezoplastyki z powodu ChZS lmagch
w zaleznosci od wieku pacjentéw. Dane NFZ za 2010 roku.

Rys. 5 Pasmo spektralne z naniesionymi paramet@gigowymi [za Drozdowski
1996]

Rys. 6 Mikro-spektroskop Ramana inVia firmy Ravaw (vww.renishaw.com.pl

Rys. 7 Typowe widmo Ramana warstwy podebizej kadci (udostpnione z

materiatow wtasnych T. Buchwalda)

Rys. 8 Miejsca pobrania materiatu kostno-ekizego z gtowy ké&ci udowe.
Ryc. 9 Liczba wykonanych pomiarow widm Ramana mgjsca pobrania tkanki
kostnej.

Ryc. 10  Zmiany srednich wartéci wskanika mineralizacji w grupach #aego
zaawansowania ChZS biodrowych w miejscach najbajrdanniej obcazonej
warstwy podchrgstnej.

Ryc. 11  Zmiany srednich wartéci wskanika mineralizacji w grupach #@ego
zaawansowania ChZS biodrowych w trzech miejscachrgma tkanki z
warstwy gbczastej gtowy kéci udowej.

Ryc. 12  Porownanie zmian wasth WBPK w grupach zaawansowania ChZS
biodrowych w warstwie podchggtnej kaci z uwzgkdnieniem podziatu na
miejsce obgjzenia.

Ryc. 13  Por6éwnanie zmian wasth WSPK w grupach zaawansowania ChZS
biodrowych w kdci gabczastej z uwzgtnieniem podzialtu na miejsce
obcigzenia.

Ryc. 14  Porownaniérednich wartéci wskanika budowy przestrzennej kolagenu dla
obszaru najbardziej olgionego w tkance podchyztnej i gbczastej w
poszczegolnych grupach zaawansowania ChZS biodlawyc

110



Ryc. 15

Ryc. 16

Ryc. 17

Poréwnaniérednich wartéci wskanika budowy przestrzennej kolagenu dla
obszaru mniej obgkonego w tkance podchyztnej i gbczastej w
poszczegolnych grupach zaawansowania ChZS biodlowyc

Porobwnanie zmian wastdb WH/W w grupach zaawansowania ChZS
biodrowych w warstwie podchggtnej kdci z uwzgkdnieniem podziatu na
miejsce obgjzenia.

Poréwnanie zmian wasth WH/W w grupach zaawansowania ChZS

biodrowych w kd&ci gabczastej z uwzgtnieniem podzialu na miejsce
obcigzenia.
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Spis fotografii

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

1

10

11

12

13

14

15

Probki kéci przygotowane do oceny w elektronowym mikroskopie
skaningowym

Wycinek chrgstno-kostny pobrany z gtowy ko udowej osoby zdrowej. A —
chrzstka szklista, B — warstwa podcbsima, C — tkankaatpczasta.

Przekrd6j poprzeczny chstki stawowej, warstwy podchggtnej oraz keci
gabczastej (SEM) powksz. x 43

Powierzchnia chygtki stawowej (SEM) powksz. x 83. Z - zluszczenia

Przekroj chestki z widocznymi regularnie wonymi jamkami chrgstnymi
(SEM) poweksz. x 142. Al — warstwa przypowierzchniowa, A2 arstwa
posrednia, A3 — warstwa ¢gboka, A4 — warstwa zmineralizowana, J — jamki
chondrocytow

Elektonogram chondrocytu i substancji gkamnorkowej z  widkienkami
kolagenowymi w cgsci giebokiej chrastki (TEM) powkksz. x 2000

Powierzchnia chygtki stawowej z zagbieniami ( SEM) powiksz. x 89. W —
wgtebienia (kawerny)

Rknieccia w warstwie przypowierzchniowej chstki szklistej (SEM)
powigksz. x 371. P - ¢gkniccie

Przekroj zredukowanej chsiki opieragcej st na arkadach beleczek kostnych
(SEM) powkksz. x 43. A — chrgstka szklista B — warstwa podchsma

Elektronogram zdegenerowanego chondroeytwarstwie przylegagej do
obszaru podchestnego (TEM) powiksz. x 2000

Przekroj powierzchni gtowy 4@ udowej z obszernymi zagfieniami (Z) i
rozwiokniona (R) cgicig bazalm chrzstki (SEM) poweksz. x 33.

Przekroj chgstki przedstawiacy rozszczepienie struktury wioknistej w
czesci bazalnej chrgstki (SEM) powgksz. x 628.

Obrazowanie struktury tkanki kostnej podetinej z jej zauwzlng
.porowatccig” (SE mode powiksz. x 192).

Obraz powierzchni glowy $@ udowej pozbawionej chggtki. (SEM
powigksz. x 31).

Struktury osteonopodobne utworzone przelaszki kostne warstwy
podchrzstnej (SEM — SE mode).
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Fot. 16

Fot. 17

Fot. 18

Fot. 19.

Obraz powierzchni stawu z widocznym osteonoraz pokruszonymi
odtamami kostnymi beleczek warstwy podeistnej (SEM powiksz. x 225)

Powgkszenia beleczek kostnych z efziowo zachowanym regularnym
uktadem kolagenu i miejscami rozszczepienia litegbki widknistej (SEM A
— powkksz. x 192, B — powksz. x 501.

Obraz rozszczepionej blaszki widknistejwarstwie podchrgstnej. (SEM
powigksz. x 192).

Mikrobeleczkowe wity wypetniapce liczne pory wraz z lipocytami w tkance
kostnej podchrgstnej.
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